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Resumen

Las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) representan el 85% de las
muertes en Chile y estan asociadas al estrés oxidativo (EO) causado por radicales
libres (RL) y especies reactivas de oxigeno (EROs). Ante la baja adherencia a terapias
farmacologicas, se ha propuesto un enfoque nutricional basado en el consumo de
compuestos bioactivos antioxidantes, destacando las algas como fuente potencial. La
fucoxantina, un carotenoide presente en algas pardas, posee propiedades
antioxidantes con capacidad para eliminar RL; sin embargo, su extraccién es compleja
debido a variaciones en el rendimiento y dificultades en su sintesis quimica. Este
estudio evalud la eficiencia de diferentes métodos de secado y extraccion de
fucoxantina a partir de la macroalga parda Lessonia spicata, con el fin de optimizar
su recuperacion y valorizacion dentro de la industria de biorefineria de macroalgas.
Se recolectd y proceso L. spicata, aplicando diversas técnicas de secado (aire caliente,
deshidratacion, vacio y liofilizacién) en comparacion con el secado industrial al sol.
Posteriormente, se simuld la biomasa residual derivada del proceso de extraccion de
alginato de sodio y se sometié a tres métodos de extraccién de fucoxantina:
maceracion dinamica, Soxhlet y fluidos supercriticos (SFE). La capacidad antioxidante
de los extractos se evalué mediante ensayos DPPH, ABTS y FRAP.

Los resultados indicaron que el secado por deshidratacién a 40°C fue el mas eficiente
(272,21 £+ 28,64 ugFx gBS-1; p<0.01), superando significativamente la metodologia
industrial (100,40 + 39,72 ugFx gBS-1). El residuo prototipo permitid extraer un
17,32% de alginato en 80 g de biomasa seca, comparado con el 24,4% de la
metodologia industrial. La extraccion mediante SFE fue la mas eficaz, obteniendo
30,187 ug gBS-1 de fucoxantina valorizables en 1006 capsulas desde residuos
industriales y 47,66 £ 9,64 ug gBS-1 en 1589 capsulas desde el prototipo. En cuanto
a la actividad antioxidante, el residuo industrial mostré mayor capacidad en DPPH
(273,44 uM TE) y ABTS (107,19 pM TE), mientras que el prototipo SFE presento
mayor capacidad reductora en FRAP (202,28 uM TE) frente a la biomasa residual
industrial (180,16 uM TE) y mayor capacidad en general en comparacién con la cepa
nativa de P. tricornutum (62,14 £ 13,51 yM TE en DPPH; 11,95 £ 4,01 uM TE en
ABTS; 31,33 £ 1,53 uM TE en FRAP) y la su cepa sobreproductora (62,64 £ 9,17 uM
TE en DPPH; 12,28 £ 1,09 uM TE en ABTS; 27,67 + 3,06 uM TE en FRAP). Se concluye

que, aunque L. spicata presenta menor contenido de fucoxantina que Phaeodactylum



tricornutum, su potencial antioxidante es superior, lo que la posiciona como una

alternativa viable para su aprovechamiento en la industria nutracéutica.

Palabras Clave: Fucoxantina, nutracéuticos, antioxidante, macroalga, Lessonia.



Abstract

Non-communicable chronic diseases (NCDs) account for 85% of deaths in Chile and
are associated with oxidative stress (OS) caused by free radicals (FR) and reactive
oxygen species (ROS). Due to low adherence to pharmacological therapies, a
nutritional approach based on the consumption of bioactive antioxidant compounds
has been proposed, highlighting algae as a potential source. Fucoxanthin, a
carotenoid present in brown algae, has antioxidant properties capable of eliminating
FR; however, its extraction is complex due to variations in yield and difficulties in its
chemical synthesis. This study evaluated the efficiency of different drying and
extraction methods for fucoxanthin from the brown macroalga Lessonia spicata,
aiming to optimize its recovery and valorization within the macroalgae biorefinery
industry.

L. spicata was collected and processed using various drying techniques (hot air,
dehydration, vacuum, and Ilyophilization) compared to industrial sun drying.
Subsequently, the residual biomass derived from the sodium alginate extraction
process was simulated and subjected to three fucoxanthin extraction methods:
dynamic maceration, Soxhlet, and supercritical fluid extraction (SFE). The antioxidant
capacity of the extracts was evaluated using DPPH, ABTS, and FRAP assays.

The results indicated that dehydration drying at 40°C was the most efficient method
(272.21 + 28.64 ugFx gBS-1; p<0.01), significantly surpassing the industrial
methodology (100.40 £+ 39.72 ugFx gBS-1). The prototype residue enabled the
extraction of 17.32% alginate from 80 g of dry biomass, compared to 24.4% in the
industrial methodology. SFE was the most effective extraction method, obtaining
30.187 ug gBS-1 of fucoxanthin, which could be valued in 1006 capsules from
industrial residues and 47.66 + 9.64 ug gBS-1 in 1589 capsules from the prototype.
Regarding antioxidant activity, the industrial residue showed higher capacity in DPPH
(273.44 uyM TE) and ABTS (107.19 uM TE), while the SFE prototype exhibited higher
reducing capacity in FRAP (202.28 uM TE) compared to industrial residual biomass
(180.16 puM TE) and overall higher capacity compared to the native strain of P.
tricornutum (62.14 £ 13.51 uM TE in DPPH; 11.95 £ 4.01 uM TE in ABTS; 31.33 =
1.53 yM TE in FRAP) and its overproducing strain (62.64 £ 9.17 yM TE in DPPH; 12.28
£+ 1.09 yM TE in ABTS; 27.67 £ 3.06 uM TE in FRAP). It is concluded that, although

L. spicata has a lower fucoxanthin content than Phaeodactylum tricornutum, its



antioxidant potential is superior, positioning it as a viable alternative for utilization in

the nutraceutical industry.

Keywords: Fucoxanthin, nutraceutics, antioxidant, seaweed, Lessonia.
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1. Introduccidn

En el siguiente estudio, se abordara el creciente interés en la investigacion
y desarrollo de la molécula de fucoxantina, que ofrece aplicacion contra el
estrés oxidativo y contribuir a la prevencién de las ECNT. Pero esta molécula
implica grandes desafios en su produccion; lo que lleva a buscar
antecedentes para entender su comportamiento y aprovechamiento de las
fuentes desde donde se puede extraer aplicando métodos que no dafien los
ecosistemas e integren medidas de prevencion ante la sobreexplotacion de

recursos naturales desde un punto de vista biotecnolégico.

1.1. Antecedentes

1.1.1. Enfermedades crénicas no transmisibles

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) son afecciones de
larga duracién que no se transmiten de persona a persona y que suelen
desarrollarse lentamente, siendo el resultado de una combinacion de
factores genéticos, ambientales y de comportamiento. Constituyendo un
problema de salud publica creciente para individuos y gobiernos, porque han
aumentado mucho en las ultimas décadas. De acuerdo con la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), las ECNT son la causa del 70% de las
muertes a nivel global, siendo mas prevalentes en paises de ingresos bajos
y medianos, donde la transicion epidemiolégica ha demostrado el
desplazamiento de las enfermedades infecciosas hacia las cronicas. Entre
las principales ECNT se encuentran las enfermedades cardiovasculares
(17,9 millones de muertes), el cancer (9 millones), las enfermedades
respiratorias cronicas (3,9 millones) y la diabetes mellitus (1,6 millones)
(Vargas et al., 2023; OMS, 2020). En Chile, por ejemplo, las ECNT
representan el 85% de las muertes totales, con enfermedades
cardiovasculares, cancer y diabetes como las principales causas de

mortalidad (Ministerio de Salud, 2019).
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Estas patologias estan fuertemente vinculadas a estilos de vida no
saludables, como el consumo excesivo de tabaco y alcohol, una
alimentacion rica en productos ultraprocesados, el sedentarismo y la baja
ingesta de alimentos naturales. Sin embargo, estos factores no pueden ser
considerados de manera aislada, ya que estan fuertemente condicionados
por determinantes sociales, como el acceso limitado a alimentos saludables,
las desigualdades econdmicas y la falta de politicas publicas que
promuevan entornos saludables (Marmot, 2005). No obstante, este tipo de
conductas promueve la sobreproduccion de radicales libres (RL) en el
organismo, cuya acumulacién tiene efectos nocivos, ya que dafa
estructuras bioldgicas y contribuye al desarrollo de un estado celular
denominado estrés oxidativo (EO) (Organizacion Panamericana de la Salud,

2018).

Las ECNT no solo constituyen una carga en términos de salud publica, sino
que también representan un desafio econdmico significativo. A nivel global,
los costos asociados al tratamiento de estas enfermedades se estiman en
billones de ddlares, afectando no solo a los sistemas de salud, sino también
a la productividad laboral (Bloom et al., 2011). En Chile, los costos derivados
de las ECNT han aumentado considerablemente en la ultima década,
representando una parte importante del presupuesto destinado a salud

publica (Ministerio de Salud, 2021)."

Dado que las terapias farmacologicas convencionales han mostrado
limitaciones a la hora de abordar estas enfermedades (Rojas Jiménez et al.,
2015), surge la necesidad de adoptar enfoques terapéuticos alternativos. En
este contexto, la nutricidon es clave para prevenir estas afecciones, como se

evidencia en estudios que han mostrado la adopcion de patrones
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alimentarios basados en el consumo de alimentos ricos en compuestos
bioactivos. Como, por ejemplo, la dieta mediterranea o la dieta DASH han
logrado reducir significativamente la incidencia de enfermedades
cardiovasculares y diabetes tipo 2 (Estruch et al., 2013; Appel et al., 1997).
El enfoque clinico tradicional se centra en la reduccion de signos y sintomas
de las patologias cronicas; pero la prevencion de las ECNT requiere un
cambio de perspectiva hacia la incorporacion de alimentos naturales con
propiedades protectoras frente al estrés oxidativo, factor clave en la
patogénesis de las ECNT. Por consiguiente, se ha propuesto que una dieta
rica en estos compuestos puede prevenir o retrasar el deterioro celular y
funcional del organismo. En esa misma linea, los antioxidantes desempefian
un papel fundamental en la eliminacion de carcindgenos, la inhibicion de
pre-carcindgenos y la reparacion del daino al ADN. Ademas, los alimentos
frescos y crudos son mas ricos en estos nutrientes para neutralizar radicales
libres que los procesados y ultra procesados, ya que durante la preparacion

de estos ultimos se incrementa su exposicion al oxigeno (Alomar, 2007).

Se plantean interrogantes clave, como la identificacién y el uso sostenible
de los recursos naturales, y la necesidad de investigar sobre el potencial de
ciertos compuestos bioactivos en la industria nutracéutica que pueden
contribuir a prevenir enfermedades cronicas no transmisibles derivadas del

estrés oxidativo.
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1.1.2. Industria de los nutracéuticos

Dentro de las alternativas para la ingesta de compuestos beneficiosos, hay
tres formatos de venta que mantienen una relacion, pero su finalidad se
aprovecha de manera diferente. Al hablar de suplementos dietarios, se
refiere a productos con vitaminas y minerales usados principalmente para
complementar o mejorar la ingesta de nutrientes de los alimentos. Por otro
lado, los alimentos funcionales tienen componentes bioactivos que, ademas
de sus propiedades nutricionales fundamentales, brindan beneficios
adicionales para la salud. Finalmente, los nutracéuticos son formulaciones
concentradas, o ricos en, que derivan de alimentos naturales
proporcionando beneficios para la salud mas alla de su valor nutricional
basico. Generalmente se presentan en formato de capsulas o polvo. El
alcance de los nutracéuticos en la industria se ha impulsado por sus
beneficios en la salud, donde se generan oportunidades tanto en sus
aplicaciones como en sus tendencias de obtencion y consumo (Rojas
Jiménez et al., 2015a). Estos productos se posicionan entre los alimentos y
medicamentos, ofreciendo una alternativa natural para la prevencién y
tratamiento de diversas patologias (Kalra, E.K., 2003). En contribucion al rol
preventivo que posee una alimentacion saludable frente a las ECNT, la
formulacion de compuestos aislados desde alimentos organicos ha dejado

diversas opciones de fuentes de nutracéuticos.

Los nutracéuticos con el tiempo han aumentado su facilidad comercial,
comprendida como la diversidad de productos y multiples formas de
comercializacion. Lo anterior se debe a que la funcién de estos compuestos
promueve el autocuidado. Las personas afectas por ECNT han incorporado
una practica frecuente de su consumo al ser una opcidén segura para el

manejo de este tipo de patologias (Rojas Jiménez et al., 2015b). Segun el
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reporte de Grand View Research (Fig.1), el tamafo del mercado global de
nutracéuticos se valoré en 712,97 mil millones de ddlares en 2023 y se
espera que crezca a una tasa compuesta anual (CAGR) del 8,4% desde
2024 hasta 2030. Los principales factores que impulsan el crecimiento del
mercado son la atencion preventiva en salud, el aumento de los casos de
trastornos relacionados con el estilo de vida y el creciente enfoque del

consumidor en dietas que promueven la salud (Grand View Research, Inc,

2020).
Nutraceuticals Market Size B
by Product, 2020 - 2030 (USD Billion) GRAND VIEW RESEARCH

$712.98 8_4%

Global Market CAGR,
2024 - 2030

2020 2021 2022 2023 2024 20265 2026 2027 2028 2029 2030

@ Dietary Supplements Functional Food Functional Beverages

Figura 1. Proyecciones del Mercado de Nutracéuticos 2020 - 2030. Fuente: Grand View
Research, Inc (2020).

Diversos ensayos clinicos demuestran la efectividad de sustancias naturales
en alimentos vegetales y algas, como es el caso de la actividad de las
isoflavonas de soya (Glycine max) en la terapia hormonal substitutoria
(Salinas et al., 2017). También, se establece que los polifenoles evitan la
oxidacion del LDL, reduciendo la incidencia de enfermedades
cardiovasculares (Quifiones, M. et al., 2012). Bajo una revision bibliografica,
se explican diversos métodos de obtencidén de nutracéuticos y su potencial
visto desde el ambito medicinal. Bidegain et. al. (2014), explican la

importancia de la optimizacion de la produccion del hongo medicinal Reishi
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(Ganoderma lucidum), organismo que produce compuestos bioactivos
aplicables en la elaboracién de alimentos funcionales, suplementos dietarios
y fitoterapicos. Lopez Martinez (2021), evalué la composicion nutricional y
antioxidante de tres especies de Anonaceas: guanabana (A. muricata),
chirimoya (A. cherimola) y chincuya (A. purpurea), también determiné la
toxicidad de extractos metandlicos de pulpa, cascara, semillas y hojas de
estas especies a través de un bioensayo con Artemia salina, contribuyendo
al conocimiento cientifico de especies con potencial nutracéutico y
economico de México. Por ultimo, Restrepo (2015), se refirié a la potente
presencia de actividad antioxidante en algas pardas destacando las especies
Sargassum filipendula y Dictyota caribaea por su abundante contenido de
fucoxantina, empleando métodos de extraccién, purificaciéon y posterior

analisis constituyéndose como promisorias en produccion de este pigmento.

Para facilitar la comprension de las acciones terapéuticas que cumplen los
nutracéuticos, incluyendo su forma de obtencion, se detalla informacion en

Tabla 1.
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1.2.3 Residuos industriales y su valorizacion

El Estado de Chile se ha encargado de entregar atribuciones al Ministerio
del Medio Ambiente para regular la prevencion en la generacion de residuos
e incentivar su utilizacion como recursos. En 2020, se declararon cerca de
20 millones de toneladas de residuos, de los cuales el 96% representan
residuos no peligrosos y un 3,1% de residuos peligrosos; donde un 55,6%
de los residuos no peligrosos provienen de origen industrial. De este total,
el 79 % se elimind y el 21 % se valorizé. Si bien los vertederos y rellenos
sanitarios en los que se distribuyen los descartes industriales cumplen con
las exigencias sanitarias y ambientales, Chile presenta cada vez mas

desafios para gestionar los residuos.

Las industrias que generen o recepcionen residuos no peligrosos sobre 12
toneladas al afo deben declarar ante el Sistema de Declaracién y
Seguimiento de Residuos (SINADER); impuesto desde el 2013. Esta
declaracion es regulada por el articulo 26 del D.S N°1/2013 MMA (Ministerio
del Medio Ambiente, 2020). Dentro de esta clasificacion, la industria
acuicola genera un estimado sobre las 500.000 toneladas (Sistema de

Declaracion y Seguimiento de Residuos (SINADER), 2021).

Al aplicarse estos conceptos a industrias que trabajan con biomasa, como
es la industria de las macroalgas, se obtienen residuos ricos en ciertos
nutrientes que pueden ser aprovechados siguiendo la idea de una
biorrefineria (Mufoz-Mufioz, R., 2018). La industria acuicola se ha
consolidado como un referente en la valorizacion de residuos, promoviendo
su aplicacion en diversas areas como la alimentacion, la agricultura, la
cosmetologia y los nutracéuticos. Este enfoque se refleja en multiples
proyectos de investigacion que exploran el aprovechamiento de

subproductos con alto potencial. Un ejemplo destacado es el liderado por la
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Dra. Catalina Landaeta, investigadora de la Universidad de Chile, quien ha
desarrollado un método para la produccion de una proteina alternativa con
propiedades probidticas a partir de algas marinas, con aplicaciones en la

industria alimentaria (Beauchef Magazine, 2022).

Asimismo, se han impulsado iniciativas orientadas al uso de residuos de la
salmonicultura en el ambito agricola. En este contexto, el Congreso
Nacional de Chile present6 ante la Comision de Intereses Maritimos, Pesca
y Acuicultura un proyecto liderado por Enrique Vivanco, en el cual se
propone la valorizacion térmica de lodos provenientes de la piscicultura para
la fabricacion de pellets destinados al sector ganadero, como una alternativa

sostenible a los combustibles fosiles actualmente utilizados (BCN, 2023).

18



1.2.4 Algas pardas como recurso industrial

Entre las diversas opciones vegetales, las algas se destacan como una
excelente fuente de nutrientes, que incluyen proteinas, vitaminas, minerales
y fibra dietética. Ademas, estos organismos sintetizan metabolitos
secundarios con actividades bioactivas, de las que la actividad antioxidante

es de las mas relevantes.

Debido a sus propiedades nutritivas y bioactivas, las algas se han convertido
en una fuente de gran interés, tanto para su uso como ingredientes
funcionales en alimentos, como para diversas aplicaciones industriales. En
este contexto, la identificaciéon y extraccién de antioxidantes naturales
alternativos esta ganando relevancia. Existe un creciente interés por evaluar
extractos algales en investigaciones centradas en las propiedades
promotoras de la salud, destacando las que enfatizan la capacidad
antioxidante de carotenoides utilizados para incrementar la estabilidad
oxidativa y mantener o potenciar la calidad intrinseca y el valor nutricional

de los alimentos (Consuegra, 2014).

El comercio de algas en Chile se integra en una cadena de valor global,
liderada por multinacionales que se dedican a la produccion de alginato, el
polisacarido mas abundante en las algas pardas. Este compuesto
comprende entre el 20% y el 40% del peso seco de estas algas,
otorgandoles propiedades como rigidez, elasticidad, flexibilidad, y
capacidad para retener agua (Avendafio-Romero et al., 2013). Destacado
por sus propiedades quimicas, fisicas y biologicas; el alginato esta presente
en diversas aplicaciones en una infinidad de areas diferentes como la
industria farmacéutica, la industria quimica, la industria textil, la industria de
la congelacion, la industria gastronomica, la inmovilizacion de células vy

enzimas, la liberacion controlada de biomoléculas, la industria biomédica y
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su mas reciente uso en la bioimpresion 3D dentro de la medicina
regenerativa (Hurtado, A et al., 2020). En los procedimientos de extraccion
de alginato, independientemente de que sea convencional o novedoso
pueden distinguirse tres etapas fundamentales: (a) pre-tratamiento del alga,
(b) extraccion y (c) purificacion (Gémez-Matos et al., 2023). Durante los
ultimos afios, mas del 90% de la biomasa de alginofitas se ha extraido en
Chile, con una produccion de alginatos que no alcanza a cubrir las
demandas internas de los paises sudamericanos (FAO, FAO Aquaculture

Newsletter N° 56, April 2017).

A nivel nacional, la pesqueria de macroalgas pardas ha aumentado
inéditamente en los desembarques, obtenidos sobre todo en la zona norte
del pais; extendiéndose desde la Regién de Arica y Parinacota hasta la
Region de los Lagos (Marquez & Vasquez, 2020). Las estadisticas del
Servicio Nacional de Pesca (Sernapesca, afio 2020), indican que durante los
ultimos 10 afios (2010-2020) se han desembarcado cerca de 4,4 millones de
toneladas de algas en nuestro pais, casi el 50% del total sélo lo concentra el
Huiro negro (Lessonia berteroana y Lessonia spicata 2,1 millon de toneladas),
seguido por el Pelillo (Agarophyton chilense) con 615 mil toneladas, Huiro Palo
(Lessonia trabeculata) con 605 mil toneladas) y Luga negra (Sarcothalia
crispata) con 344 mil toneladas (Macaya, E. 2022). La biomasa destinada a la
industria del alginato es secada, enfardada y vendida a comerciantes
intermediarios en playa, que las llevan a plantas picadoras y procesadoras
ubicadas principalmente entre las regiones de Antofagasta y Valparaiso
(Subpesca, 2018). Entre las especies de algas mas utilizadas para esta
industria son las algas pardas del género Lessonia, una de las mas
dominantes en Chile y siendo de mayor importancia para la pesqueria

(Rosenfeld et al., 2019).

Dado que Lessonia spicata es rica en diversos compuestos bioactivos, las
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partes no utilizadas y la biomasa residual generada por la industria de
hidrocoloides representan una fuente potencial para la extraccion de
fucoxantina, un compuesto de gran interés por sus propiedades

antioxidantes.

21



1.2.5 Microalgas como recurso industrial

Las microalgas han sido un recurso biotecnologico clave en diversas
industrias por su capacidad de producir compuestos bioactivos de alto valor.
Estos microorganismos fotosintéticos se caracterizan por su rapido
crecimiento y su capacidad para sintetizar lipidos, proteinas, pigmentos y
polisacaridos con aplicaciones en la industria alimentaria, nutracéutica,
cosmeética, farmacéutica y energética. Especies como Chlorella, Spirulina 'y
Phaeodactylum tricornutum han demostrado un gran potencial en la
produccion de suplementos antioxidantes, acidos grasos esenciales y
biocombustibles sostenibles. Su cultivo, ademas, ofrece ventajas
ambientales significativas, como la captura de CO2 y el uso eficiente de
recursos, lo que las posiciona como una alternativa innovadora y sostenible

frente a las fuentes tradicionales de biomasa.

Phaeodactylum tricornutum es una diatomea ampliamente estudiada por su
capacidad de producir compuestos bioactivos con aplicaciones en la
industria de los nutracéuticos, la acuicultura y la biotecnologia. Se considera
como una especie modelo en cultivo ya que posee un amplio rango de
tolerancia a factores ambientales, capaz de crecer en condiciones
mixotréficas. Cuenta con un gran potencial de produccién a gran escala por
su tasa de crecimiento y facil procesamiento biotecnolégico debido a que
posee una pared celular reducida en comparacién a otras diatomeas y se
adapta bien a cultivos en agua de mar enriquecida con nutrientes o en
sistemas de produccion de biomasa a gran escala. Como parametros
importantes, es necesario ofrecer medios sintéticos (F/2, Walne o Guillard
con sales de N y K), asi como una aireacion constante y una temperatura
entre los 15-25°C con intensidades de luz moderadas (Cerén Garcia & M.
del C., 2002). Ademas, posee un alto contenido de acidos grasos

poliinsaturados y carotenoides, como la fucoxantina; la fucoxantina
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representa entre el 1-6% del peso seco de la diatomea, siendo cien veces

superior a la produccién de las macroalgas pardas (Yang & Wei, 2020).

1.2.6 Métodos de secado

El secado es un proceso que se encuentra en casi todos los sectores
industriales, desde los agricolas a los farmacéuticos. Es seguramente la
operacion unitaria mas antigua, comun, diversa e intensiva
energéticamente. Sin embargo, no todas las tecnologias de secado son
necesariamente optimas en términos de consumo de energia, calidad del
producto deshidratado, seguridad de operacion, capacidad de controlar el

secador durante posibles fallas en el proceso o impacto ambiental.

La metodologia de secado involucra una serie de cambios fisicos, quimicos
y sensoriales en el alimento que dependen de la composicidén de este, asi
como de la severidad del método empleado. Ejemplos de estos cambios
son, encogimiento, cristalizacién, despolimeracion, variacion de color,
sabor, textura, viscosidad, velocidad de reconstitucion, valor nutritivo y

estabilidad en el almacenamiento.

Las técnicas de secado mas estudiadas y utilizadas en algas son el secado
al sol, el secado convectivo y la liofilizacion. Cabe destacar que, al
someterlas a un secado natural (al sol) ocasiona que las algas se
contaminen con la suciedad del medio exterior y el proceso sea parcialmente
eficaz debido a las condiciones climaticas y la porcion que no recibe la

exposicidn directa al cuerpo caliente (Caceres, J., 2021a).
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1.2.6.1 Secado mediante aire caliente

Es el proceso que comprende la eliminacion de agua disponible de un
alimento, mediante el tratamiento del producto por calor artificial o aire
previamente calentado con la finalidad de controlar las fuerzas biolégicas y
retardar la accion de microorganismos. La reduccion del contenido de
humedad -del producto- previene el crecimiento de microorganismos y
disminuye o minimizan las demas reacciones que lo deterioran. Al desecar
un solido humedo con aire caliente, el aire aporta el calor sensible y el calor
latente de la evaporacion de la humedad y también actua como gas portador
para eliminar el vapor de agua que se forma en la vecindad de la superficie
de evaporacion. Generalmente, estos dispositivos pueden disponer de
reguladores para controlar la velocidad de aire nuevo y la cantidad de aire
de recirculacion, por lo que el calor controlado puede desnaturalizar
parcialmente las membranas celulares, facilitando la liberacion de
compuestos lipofilicos como la fucoxantina desde los plastidios; donde esta

contenida (Yupanqui & Torres, 2018a).

1.2.6.2 Secado mediante Liofilizacion

La liofilizacion es un proceso de secado por sublimacion, paso directo de
hielo (tras una previa congelacion del alimento) a vapor aplicando vacio
(0.000987 atm) sin pasar por el estado liquido. La virtud fundamental de un
producto liofilizado es que, al contactar nuevamente con el liquido, el agua
sublimada, recupera todas las caracteristicas. Ademas, si se almacena
adecuadamente reduce la pérdida de calidad debidas a las reacciones de
pardeamiento enzimatico y no enzimatico (Caceres, J., 2021b). Su proceso
incluye: Congelacion inicial; donde el material es congelado a temperaturas
muy bajas (-40 a -80°C), formando cristales de hielo dentro de las células.
Sublimacién; donde al darse una condicion de vacio, el hielo se sublima al

aplicar calor leve, dejando la matriz celular deshidratada. Por ultimo, el
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secado secundario; el cual reduce el agua residual ligada a nivel molecular
mediante un calentamiento controlado. El producto liofilizado se caracteriza
por una preservacion de compuestos bioactivos y una estructura celular

conservada, manteniéndose casi intactas (Yupanqui & Torres, 2018b).
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2. Marco teoérico

21 Radicales Libres y Especies Reactivas de Oxigeno

Los RL, especie quimica con uno o mas electrones desapareados en el
orbital externo, generalmente inestable, caracterizada por su gran
reactividad y por la capacidad de formacion de radicales libres por
reacciones quimicas en cadena; pues participa en mecanismos que inducen
al proceso oxidativo de biomoléculas como acidos nucleicos, proteinas y
lipidos e inhiben su estructura y funcionalidad, contribuyendo al déficit de
defensas antioxidantes. Existe un término que incluye a los radicales libres
y moléculas derivadas del oxigeno de interés biolégico con una elevada
reactividad que pueden participar en reacciones que llevan a la elevacion de
los agentes prooxidantes y son las especies reactivas del oxigeno (EROS)
(Venereo-Gutiérrez, 2002). Como se menciona anteriormente, se producen
durante las reacciones metabdlicas, mientras las células del organismo
transforman los alimentos en energia especialmente en situaciones de
hiperoxia, ejercicio intenso e isquemia y también por exposicion a
determinados agentes externos como las radiaciones ionizantes o luz
ultravioleta, polucion ambiental, humo del tabaco, etc. Entre los radicales
libres del oxigeno existen dos segmentos: organicos e inorganicos. Por
parte de los organicos destacan como los mas importantes el radical peroxilo
(ROO-), el hidroperoxido organico (ROOH) y los lipidos peroxidados.
Mientras que, por parte de los inorganicos, se destacan el oxigeno molecular
(O2), el radical-anion superéxido (O27), el radical hidroxilo (HO-) y su
precursor inmediato el peréxido de hidrogeno (H202) (Elejalde, J., 2001).
Aunque en todos los procesos metabdlicos inherentes al organismo se
producen pequenas cantidades de radicales libres (RL), como sucede en el
reticulo endoplasmatico, las microsomas y los peroxisomas, la fuente
endodgena de especies reactivas mas importante es el sistema mitocondrial

de transporte de electrones, donde las ROS se generan como producto
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secundario del metabolismo energético oxidativo (Martinez, C. et al., 2003).
Sin embargo, se ha definido un control homeostatico en la célula para

verificar el nivel de ROS en condiciones normales (Singh et al., 2019).

2.2 Estrés Oxidativo

El EO resulta de reacciones metabdlicas con oxigeno y alteran el equilibrio
prooxidante-antioxidante en los sistemas biolégicos, provocando cambios
fisiolégicos y bioquimicos que causan deterioro y muerte celular (Rodriguez,
P.etal.,2001). En consecuencia, se ha establecido que un grado moderado
de estrés oxidativo es suficiente para provocar dicha defuncion de las
células, asi como una oxidacion moderada puede desencadenar apoptosis,
mientras que, en grados mayores induciria a una necrosis (Viada Pupo,
2017). Los efectos del EO se miden segun la capacidad de la célula de
interponerse a estos mecanismos, recuperando su estado original. Para
mantener el equilibrio prooxidante-antioxidante, los seres vivos estan
provistos naturalmente de mecanismos de “regulacion oxido-reduccion” que
combaten el EO a través de los antioxidantes (AOX) y los captadores de RL,
estos incluyen enzimas como la superdxido dismutasa (SOD) y la catalasa,
asi como antioxidantes no enzimaticos como la vitamina C y E. Sin embargo,
factores como la dieta, el estilo de vida y la exposicion ambiental pueden

influir en la efectividad de estas defensas (Pérez-Jiménez et al., 2010).

El EO se ha vinculado con las enfermedades cronicas como una causa
porque las EROS radicales y no radicales afectan a varias funciones
fisiolégicas y participan en desarrollar de ECNT con impacto epidemioldgico.
Las enfermedades pueden clasificarse en tres grupos: el primero es
causado por prooxidantes que alteran el estado redox y alteran la tolerancia
a la glucosa, lo que favorece el EO mitocondrial en enfermedades como el
cancer y la diabetes mellitus; el segundo es el EO de tipo inflamatorio y da

un aumento en la actividad de la enzima nicotinamida adenina dinucledtido
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fosfato-oxidasa (NADPH-ox) dando paso a la aterosclerosis e inflamacion
cronica; y el tercer grupo deriva del sistema xantina-oxidasa, generando
ERO implicados en la lesion isquémica por reperfusion. Por otro lado, el
dafo de los radicales libres a través de la oxidacion de biomoléculas como
lipidos, ADN y proteinas contribuye directamente al proceso de

envejecimiento (Sanchez-Valle et al., 2018).
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2.3 Fucoxantina

2.3.1 Fucoxantina en Macroalgas

Las algas pardas contienen pigmentos carotenoides que ofrecen diversos
beneficios antioxidantes y desempefian un papel significativo en la alimentacion y
la salud. Uno de ellos es la fucoxantina, responsable de la coloracién marrén
caracteristica de este grupo de algas y correspondiente a mds del 10% de la
produccién total estimada en el medio marino; con abundante respaldo
bibliografico de su capacidad antioxidante (Fernandez, N. F., 2018; Ezquerra-
Brauer, J. M., & Chan-Higuera, J. E., 2021; Cruz, B., Oliveira, A. l., & Pinho, C., 2023),
el cual posee un mecanismo de accidn que contribuye a la eliminacién de los
radicales libres mediante la transferencia de electrones, formacién de aductos y
transferencia de un 4&tomo de hidrogeno (Gonzdlez-Pefia et al., s.f). Este compuesto
ha sido estudiado en numerosos géneros de algas pardas como Undaria,
Sargassum, Laminaria, Eisenia, Alaria, Cystoseira o Hijikia, donde Undaria
pinnatifida es reconocida como una especie clave para la produccion de
fucoxantina; en situaciones descritas en el estudio, el contenido de fucoxantina que
se obtuvo oscilaba en un rango de 0.32-2.67 mg/g. (Lourenco-Lopes et al., 2020).
Sin embargo, su produccién debe enfrentar varios desafios ya que su sintesis
guimica representa un proceso complejo que no es eficiente y su rendimiento de
extraccién es muy variable dependiendo de la especie seleccionada y la técnica de
recuperacién. Debido a su estructura quimica especial la cual es clave para su
bioactividad (Anexo 1), Pefialba-Mateos (2016) documentd acciones que tienen
efecto frente a la pérdida de peso, asi como beneficio en el tratamiento de las
complicaciones: cancer, hiperlipidemia, higado graso, inflamacidn y estrés celular.
En cuanto a la bioactividad antioxidante, se considera un efecto beneficioso sobre
la salud para posibles nuevas aplicaciones en el sector alimentario (Lourengo-Lopes

et al.,, 2021). Aunado a esto, la fucoxantina es inestable en condiciones acidas y
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posee caracteristicas hidréfobas, por lo que su absorcidon se produce a nivel
intestinal por las mismas vias que usan las grasas en la dieta, lo que sugiere que el
organismo no aprovecha completamente este pigmento. Sin embargo, se han
desarrollado diferentes estrategias para potenciar la eficacia de su absorcion,
concretamente asocidandola con compuestos lipidicos para mejorar su transporte a
través de las barreras celulares, aumentando su biodisponibilidad o encapsulando

este carotenoide en liposomas o micelas (Fialho, A. et al., 2020).

A pesar de que, actualmente, la fucoxantina se extrae principalmente de
macroalgas, su disponibilidad estad sujeta a la limitacién en el rendimiento de la
molécula (menos de 3,7 g/kg, peso seco) y ciclos de cultivo largos (Song Wang et
al., 2021a). Mientras que, las microalgas, al tener mas fucoxantina, se consideran
una fuente relevante de este pigmento. Sin embargo, el proceso de
industrializacién de las microalgas puede ser muy costoso y complejo, y no
proyecta una escalabilidad rentable. Por lo tanto, se considera necesario optar por
otros tipos de fuentes que contribuyan a la obtencién de fucoxantina o evaluar una
extraccién bajo el concepto de biorrefineria desde biomasa residual de productos

derivados de algas.

2.3.2 Fucoxantina en Microalgas

La fucoxantina derivada de las microalgas posee un potencial sin limites en
cuanto a las temporadas y localizacion de cultivacion se refiere, su
contenido en este tipo de organismos ha sido consistentemente mayor al de
las macroalgas, alrededor de 2,24-59,2 mg/g. Sin embargo, solo unas pocas
especies han demostrado tener el potencial para comercializar la produccion
de fucoxantina (Pang et al., 2024). Esto se ha evidenciado en estudios
recientes, tales como el proyecto FONDEF 1D221-10214 proporcionado por

el Laboratorio GIBMAR de la Universidad de Concepcion, centrado en la
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produccion de fucoxantina desde el cultivo de la diatomea Phaeodactylum
tricornutum. En esta investigacion se describe el proceso de cultivo de la
cepa UTEX 646 en medio F/2, el cual fue esterilizado a 121°C (10min) en
autoclave para luego afadir una solucién vitaminica y ser inoculado hasta
obtener una concentracion celular inicial de 7,5x104 cel/mL en un matraz de
250 mL con 150 mL de caldo estéril. Las condiciones del crecimiento fueron
ciclos de luz:oscuridad de 16:8 hrs, temperatura 21+1°C, luz blanca
fluorescente de 100 umol-m2-s™, agitacion con aire esterilizado y con un
periodo de crecimiento de 7 dias (fase tardia crecimiento exponencial). Con
respecto a la biomasa, se utilizé una termobalanza a 110°C por 10 min para
la estimacion del peso seco. Tomaron 30 mL de caldo y, a través de un filtro
de 0,22 um, se retuvo la biomasa en un sistema de vacio para lavarla con
agua desionizada, estimando el peso seco de la biomasa a través de la

siguiente formula

Ecl: Biomasa seca (%)

_ Peso de filtro seco con biomasa (g) — Peso de filtro seco vacio (g)

volumen caldo filtrado (L)
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En consecuencia, la estimacion del contenido de fucoxantina en P.
tricornutum al finalizar su etapa de cultivo conllevd un proceso de
centrifugado (5000 RPM; 10 min; 4°C), extraccién del pellet (5mL EtOH; 1%
BHT), bafio ultrasénico (70% potencia; 40°C; 20 min) y nuevamente
centrifugado, aumentando a 8000 RPM. El extracto seco es resuspendido
en 5 MI de etanol grado HPLC y se analiza cromatograficamente bajo las
condiciones del HPLC YL9100, equipado con una bomba binaria (YL9111),
inyector automatico, detector PDA (YL9160) de rango 190~950 nm., una
columna analitica C18 Kromasil, 250 x 4,6 mm x 5 ym y se utilizaron las
fases moéviles acetonitrilo de grado HPLC (fase movil A) y H20 grado

analitico para HPLC (fase movil B).

Los resultados obtenidos para la cuantificacion de fucoxantina en P.
tricornutum (Anexo 2) son consistentes con lo informado por Lin et al. (2024),
por lo que esta diatomea es un microorganismo que acumula bajo
condiciones optimas fucoxantina, lo que sugiere que las condiciones de
cultivo y su composicién inducen a una acumulaciéon del carotenoide,
sumado a la relacion con la acumulacion efectiva precedida de etapas de
optimizacion de nutrientes, bajo estresores de luz o manipulacion genética

para la concentracion de fucoxantina en P. tricornutum.
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2.3.3 Avances e interés de la fucoxantina

En cuanto a los posibles efectos adversos de este compuesto, se ha
comprobado que una dosis de hasta 750 mg/kg diariamente durante 4
semanas, no aparecen signos de toxicidad. Por lo tanto, se considera que
la fucoxantina y sus posibles derivados no poseen efectos genotdxicos ni
mutagénicos (Pefalba, O. 2016). Se han realizado diversas investigaciones
relacionadas al uso complementario de la molécula de fucoxantina en
tratamientos terapéuticos como mencionan Kyungsu et. al. (2020) que
mediante el extracto de Phaeodactylum tricornutum evaluaron fucoxantina
como ingrediente activo para tratar o mejorar problemas a la préstata
causados por la sobreproduccién de dihidrotestosterona. Por otro lado, Zakir
(2018) analizé a la molécula de fucoxantina para proporcionar un efecto
medicinal para reducir la grasa hepatica y corporal. En su capacidad
antioxidante, segun Lourengo-Lopes et. al. (2021), se ha demostrado que la
fucoxantina es capaz de eliminar diferentes tipos de radicales libres
utilizando pruebas como DPPH, ABTS, peréxido de hidrégeno, radical
hidroxilo, entre otros. Sus ensayos fueron evaluados en estudios in vitro
usando cultivos de células animales y humanas, relacionado con la mejora
de los niveles de expresion del factor 2 vinculado al factor nuclear eritroide
(Nrf2), factor de transcripcion asociado con el mecanismo antioxidante,

fundamental para proteger la célula frente al dafio oxidativo.

Por otra parte, con relacion al ambito comercial de la molécula, fabricantes
de todo el mundo han proporcionado productos que contienen fucoxantina
procedente de macroalgas, incluidos, por ejemplo, Shandong Jiejing Group
(China), Nektium Pharma SL (Espafia) y Orza Oil & Fat Chemical Co., Ltd
(Japon). Las autoridades correspondientes en diferentes paises y en la UE
consideran nutracéutica la fucoxantina, lo que potencia el desarrollo al

estudio y su aplicacién (Song Wang et al., 2021b). Considerando el potencial
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de la fucoxantina aplicado en diferentes sectores de la industria como el
farmacéutico, alimentario y cosmético, se estimoé en 2022 que su mercado

alcanzaria el valor de USD$ 120 millones (Lourencgo-Lopes et al., 2020).

Para enfatizar el interés industrial de la fucoxantina, se realiz6é una revisién
de propiedad intelectual a través del repositorio del sitio web Lens mediante
las palabras clave “Fucoxanthin” y “seaweeds”, en conjunto, que da conocer
patentes de inversion que abordan metodologias de extraccion del
carotenoide desde distintas fuentes, tales como “Method for extracting
fucoxanthin from seaweed by using a four-zone simulated moving bed
system” (Zhou et al, 2020); también, el repositorio del Instituto Nacional de
Propiedad Intelectual (INAPI), se identificé una patente vinculada a la
fucoxantina; que describe la formulacién alimentaria en polvo a base de un
aislado de lupino, maltodextrina, aceite de canola, lecitina de maravilla,
vitaminas y minerales, estevia, extracto de alga (fucoxantina) vy
antioxidantes. En cuanto a otras investigaciones cientificas, “Ultrasound-
assisted extraction (UAE) of fucoxanthin and total pigment content from
macroalgal species” (Cikos et al., 2022), y “Extractability, selectivity, and
comprehensiveness in SFE extraction on seaweeds” (Gondo etal., 2023) dan
cuenta del interés por utilizar, mejorar u optimizar las técnicas de extraccion

de fucoxantina.
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2.4 Métodos de extraccion

Las extracciones con disolventes son las mas utilizadas debido a que el
solvente proporciona un portador fisico para la transferencia de los
compuestos de interés entre las diferentes fases siguiendo sus
caracteristicas fisicoquimicas. Teniendo en cuenta la susceptibilidad a la
oxidacion enzimatica y no enzimatica, a la presencia de oxigeno, a las altas
temperaturas y a la exposicién a la luz que promueven la degradacion e
isomerizacién de los carotenoides, la extraccion de estos compuestos debe
realizarse en el menor tiempo posible (Restrepo-Montoya, C., 2022).
Actualmente, para obtener compuestos bioldgicos utiles, se utilizan
disolventes de extraccidon organicos; metanol, acetona y acetonitrilo, entre
otros. Sin embargo, los métodos actuales pueden no ser 6ptimos porque los
disolventes organicos residuales generan efectos adversos tanto para la
salud humana, como para el medio ambiente y pueden danar las
propiedades funcionales de la fucoxantina (Yin, S. et al., 2022). Por ejemplo,
segun las regulaciones tanto nacionales como de la UE, solo unos pocos
solventes son permitidos para extraccion de biomoléculas para consumo
humano; agua (mezclada con un acido o una base), materiales alimentarios
volatiles y algunos solventes altamente volatiles como lo son el propano,
butano, acetato o etilo, etanol, CO2, N20O y acetona. Cabe destacar que los
residuos correspondientes a estos solventes estan estrictamente definidos

(Choi, Y. H., & Verpoorte, R. 2019).
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2.4.1 Maceracion dinamica (ME)

Tradicionalmente, la maceracion dinamica es un método muy utilizado para
extraer carotenos. Esta consiste en una extraccién sélido/liquido donde se
evaluan diferentes variables, como lo pueden ser la relacion biomasa-
solvente, el tipo y porcentaje del solvente, o el tiempo y la temperatura de la
incubacion. No obstante, se caracteriza por largos periodos de extraccion y
una baja eficiencia en comparacion. En el caso de la fucoxantina, se han
puesto a prueba diversas combinaciones de temperaturas y tiempo de
extraccion; variando de 4°C hasta 65°C, en tiempos entre 15 minutos y 96
horas. Se hizo registro de un disefio experimental de doble nivel midiendo
todos los factores para las macroalgas S. silquosum y S. polycystum
logrando las mejores condiciones a 30 min a 45°C con una concentracion
de solvente de 5 mL/g. La fucoxantina obtenida desde ambas macroalgas
fue de 491.47 and 449.90 pg/g (DW) usando etanol y 706.98 and 521.34
Mg/g (DW) usando metanol; respectivamente. (Lourenco-Lopes et al.,

2020a;2021).

2.4.2 Extraccion Soxhlet (SAE)

El método Soxhlet se utiliza a escala industrial y de laboratorio al ser un
meétodo estandarizado para muestras solidas, siendo la principal referencia
con el que se comparan otros métodos de extraccién (Cerquera & lbarra,
2022). Su mecanismo consiste en introducir la muestra en un cartucho de
filtro de algodon, el cual se aparta para adicionar gradualmente el solvente
directamente en el cartucho de extraccion. Cuando el liquido alcanza el nivel
de desbordamiento, un sifon aspira el solvente del cartucho de extraccion y
lo descarga en el matraz de destilacion. Al aplicarse calor desde la placa
calefactora, el vapor de ebullicion del solvente asciende hasta el tubo
refrigerante donde procede la condensacion y se incrementa el volumen del
cartucho hasta cubrir totalmente la muestra, asi, una vez alcanza el nivel del

sifon, el extracto es impulsado al matraz de destilacion. Este procedimiento
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opera en ciclos hasta agotar la muestra de la extraccién (De Castro, M. &
Priego-Capote, 2010). La temperatura utilizada en el proceso es elevada,
siendo su principal inconveniente, sin embargo, las sustancias son
solubilizadas en solventes con un punto de ebullicion bajo, como, por
ejemplo: el metanol o hexano. Esta técnica ha sido utilizada en extracciones
de fucoxantina desde la macroalga Undaria pinnatifida con las condiciones
Optimas de 12h a 78°C con solvente etanol; se obtuvo un resultado de 50

Mg/g de extracto (Lourenco-Lopes et al., 2020Db).

2.4.3 Extraccién asistida por microondas (MAE)

Con el transcurso de afos de investigacion, han surgido nuevas técnicas de
extraccion que buscan ser mas amigables con el medio ambiente, como es
el caso de la extraccion mediada por microondas donde la muestra,
previamente hidratada, es sometida a la irradiacién de ondas microondas
causando el movimiento de las moléculas por migracion de iones y rotacion
de dipolos que contribuyen al incremento de temperatura, facilitando la
difusion de compuestos desde la matriz al disolvente (Reyes, C. etal., 2021).
Esta técnica fe utilizada en un estudio que comprendia a las macroalgas L.
japoénica, U. pinnatifida y S. fusiforme para la extraccion de fucoxantina
utilizando diferentes solventes; etanol siendo el de mejor rendimiento. Las
condiciones de extraccion de la muestra se establecieron en una razon 10:1
(mL/g) a 50°C por 10 min; el rendimiento obtenido dio como resultado 5,13;
109,30; y 2,12 mg/100g, para cada alga, respectivamente (Lourenco-Lopes
et al., 2020c). En cuanto a las microalgas, Zhang et al., (2018) optimizaron
las condiciones de extraccion desde la microalga P. ftricornutum vy
establecieron que el mejor rendimiento (568.07 + 0.73% de extracto

recuperado; 20g DW), usando etanol, bajo este tratamiento es de 1 min.
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2.4.4 Extraccion asistida por ultrasonido (UAE)

La UAE es una tecnologia altamente estudiada. Es un método limpio,
sencillo, rapido y verde en comparacion con los métodos convencionales.
Ademas de su alta reproducibilidad en corto tiempo, de facil manipulacién y
disminucion en el uso de solventes frente a otros métodos. Las ondas de
ultrasonido causan la ruptura mecanica de la pared celular liberando los
componentes bioactivos, a su vez el calentamiento local del solvente
aumenta la difusion del extracto, mejorando asi la transferencia de masa a
través de la interfase solido-liquido. Los efectos mecanicos de la sonicacion
inducen a una mayor disolucion del solvente en las paredes y membranas
celulares, facilitando la liberacién del contenido de las células y mejorando
la transferencia de masa (Rojas, T. et al., 2019). No obstante, la eficiencia
del método puede verse afectada por diversas variables, como las
propiedades fisicas del solvente, temperatura, amplitud de onda, frecuencia,
potencia del ultrasonido, presién hidrostatica, tension superficial, potencia
de irradiacion, pH del disolvente y relacién disolvente — sélido (Benavides-
Guerrero et al., 2020). Las mejores condiciones para este tipo de extraccion
se definieron en el uso de etanol (80%), 50°C y 30 min para la obtencion de
fucoxantina desde macroalga Padina tetrastromatica (Lourenco-Lopes et al.,
2020d). En cuantio a las microalgas, Tang et al. optimiz6 las condiciones
para P. tricornutum a una frecuencia de 20 kHz en ciclos intermitentes de 30
s/30 s y una potencia ultrasénica de 285 W, la eficacia en la disrupcion de
la célula se logré pasados 20 minutos. Guler et al. replico esta técnica
utilizando diclorometano (DCM) y tetrahidrofurano (THF) como solventes y

obtuvo un rendimiento de 7,35 mg/L de fucoxantina (Pang Y. et al., 2024).
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2.4.5 Extraccion por fluidos supercriticos (SFE)

En las ultimas décadas, las tecnologias de extraccion basadas en
variaciones de presion y temperatura han facilitado la obtencion de
compuestos naturales de alta pureza, como la fucoxantina. Una de las
principales ventajas de utilizar fluidos supercriticos como agentes
extractores es su densidad, comparable a la de los liquidos, lo que les da
disolventes similares; pero, al tener menor viscosidad, permiten coeficientes
de difusibn mas altos para los solutos que los disolventes liquidos
convencionales. El didéxido de carbono (CO,) es el fluido supercritico mas
comunmente utilizado en aplicaciones de extraccion SFE debido a su estado
gaseoso a presion atmosférica y a otras ventajas practicas que mejoran su
eficiencia. No obstante, se apola como unica desventaja frente a otros
fluidos supercriticos como el amoniaco o el etanol, aunque presentan
inconvenientes como ser altamente reactivos o su elevada temperatura
critica, respectivamente, o que complica la extraccion de analitos de
elevada polaridad. Ante este obstaculo, la adicion de pequefas cantidades
de un solvente organico polar (cosolvente) juega un papel fundamental al
modificar los parametros criticos y sumar polaridad al fluido supercritico,
obteniendo mayores caracteristicas disolutivas. También, se presenta un
favorecimiento en la desorcion de los analitos absorbidos en los centros
activos de la matriz. Teniendo en cuenta el uso potencial de extractos en la
industria alimentaria, se prefiere el uso de etanol debido a sus efectos
toxicos inferiores (Toro, M., 2012; Chafer et al., 2005). La técnica de SFE
con CO, como solvente se ha consolidado como un método eficaz para
extraer metabolitos de macroalgas de alto valor, logrando en el caso de la
fucoxantina tasas de recuperacion de hasta un 80% del contenido total
(Song Wang et al., 2021). Asimismo, al utilizar etanol como cosolvente se
han obtenido rendimientos hasta 16 veces mayor. (SFE CO2, 70°C, 400 bar,
3h. 60.12 pg/g DW; SFE CO2+EtOH, 60°C, 400 bar, 3h. 994.53 ug de

fucoxantina/g DW). Los sistemas que utilizan CO2 puede ser una opcién
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eficiente y ecoldgica para la produccién de fucoxantina a una escala
industrial; para microalgas, Sanchez-Camargo et al. (2017) utilizaron
COz/limoneno como solvente (50-50 v/v) para obtener un extracto de
fucoxantina de 1.67 mg/g con un rango de recuperacion del 92.7% con el
doble de efectividad que una extraccién a presion, pero, a su vez, el uso de
co-solventes en compuestos altamente polares incrementa el costo de

produccion.
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Productos
Nutracéuticos

Forma de obtencion
y/o sustancia activa

Accion
terapéutica

VITAMINA E

Tocoferoles y los tocotrienoles,

principalmente obtenidos del

aceite (girasol, maiz) y frutos
Secos.

Inhibicion de la peroxidacién
lipidica causada por los radicales
libres, prevencion de varios tipos

de cancer (de pulmdn, de
pancreas y de cuello de la matriz)

COENZIMA Q100
UBIQUINONA

Las carnes, los pescados y los
frutos secos.

Inhibe la peroxidacién lipidica en
las membranas celulares y es
importante su actividad impidiendo

la oxidacion de las LDL.

ANTIOXIDANTES
FENOLICOS
FLAVONOIDES

Uva, fresa, ajo, manzana,
espinaca, té, granada, etc.

Prevencion de cancer,
colesterolemia, embolias y
aterioesclerosis, ataques
cardiacos, inflamaciones y

envejecimiento celular

ANTIOXIDANTES
LUTEINA

Espinaca, maiz amarillo, cereales
de desayuno, hojas de col, etc.

sintomas de la retinitis pigmentosa

Prevencion de la degradacion
macular, cataratas y retrasa los

ANTIOXIDANTE
SELENIO

Levadura Se-Metionina, selenito
de sodio y compuestos
enriquecidos con Se-Metionina

Prevencion de cancer de prostata,
colon y pulmén, enfermedades
cardiovasculares. Refuerza el

sistema inmunoldgico y retrasa el

avance de enfermedades como el
sida

RESVERATROL

Piel de las uvas, los cacahuetes y
en el vino tinto

Tiene propiedades antioxidantes y

antiinflamatorias, y se ha
estudiado por sus posibles
beneficios para la salud
cardiovascular y la longevidad.

CURCUMINA

Curcuma

antiinflamatorias y antioxidantes,
beneficios hacia la salud cerebral y
previene enfermedades cronicas.

Tiene propiedades

VITAMINA C

Acido ascérbico desde frutas
citricas (naranjas, limones,
fresas), verduras (pimientos,
espinacas, brocoli)

Prevencion de enfermedades
diarreicas, cancer de colon y
colesterolemia. Salud intestinal

ANTIOXIDANTES
CAROTENOIDES

Algas pardas (U. pinnatifida,
Lessonia, Macrocystis),
microalgas (Phaeodactylum
tricornutum), B-caroteno,
cantaxantina, astaxantina y

fucoxantina.

Previene el dafio del ADN, accion

inhibicidn de pre-carcinogénicos.

contra las células del
neuroblastoma humano,
eliminacién de carcinogénicos,

Tabla 1. Beneficios antioxidantes terapéuticos de productos nutracéuticos. Tomado de Leonard,
H. P. (2006) con modificaciones.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Pregunta de investigacion

¢Los descartes de la macroalga Lessonia spicata pertenecientes a la
industria de los hidrocoloides son una fuente viable y valorizable para la
obtencion de la molécula de fucoxantina como alternativa a la microalga

Phaeodactylum tricurnutum?

3.2 Hipotesis

La fucoxantina obtenida desde la macroalga Lessonia spicata derivada de
los descartes de la industria de los hidrocoloides es una fuente alternativa
valorizable para su potencial uso como antioxidante en la industria

nutracéutica

3.3 Objetivo general:

Valorizar en base a fucoxantina la biomasa residual de la macroalga parda
Lessonia spicata descartadas de la industria de los hidrocoloides como
fuente alternativa a la microalga Phaeodactylum tricornutum para su

potencial uso como antioxidante en la industria nutracéutica

3.4 Objetivos especificos:

a) Evaluar técnicas de secado de biomasa para la extraccidn

de fucoxantina desde |la macroalga parda Lessonia spicata.

b) Simular biomasa residual industrial de L. spicata a partir del

proceso de extraccidon de alginato de sodio desde biomasa seca

c) Seleccionar el proceso de extraccion de fucoxantina a partir de
biomasa residual simulada de la macroalga Lessonia spicata en

comparacién con la industria de los hidrocoloides
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d) Determinar la capacidad antioxidante del extracto a partir del
extracto residual simulado obtenida desde el método de
extraccion de fucoxantina seleccionado en comparacion con la

fucoxantina determinada en P. tricornutum
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4. METODOLOGIA

Objetivo 1: Evaluar técnicas de secado de biomasa para la extraccion de
fucoxantina desde la macroalga parda Lessonia spicata.

Se analizaron detalladamente distintos métodos de secado, considerando
su impacto en la concentracion y estabilidad de las macroalgas,
proporcionando asi una base solida para la optimizacion del proceso de

extraccion.

Actividad 4.1.1 Recoleccién y procesamiento de la macroalga Lessonia
spicata

Se dispuso de un muestreo aleatorio estratificado en la costa del sector caleta
Chome, en la comuna de Hualpén, Regién del Biobio. Se extrajeron
aproximadamente 10 kg de Lessonia spicata desde el mismo sustrato. Se
almacenaron en recipientes tipo hielera y en bolsas de polietileno,
posteriormente, fueron despojadas de cualquier residuo asociado y
enjuagando con agua de mar limpia. Las muestras fueron resguardadas en
los mismos recipientes con agua de mar limpia en una camara de frio a 5°C
bajo oscuridad para mantener la biomasa fresca por un aproximado de 24h

hasta el inicio del experimento.



Actividad 4.1.2 Evaluacion de métodos de secado

4.1.2.1 Secado en estufa

El secado se realizé en una estufa convencional Lab-Tec ZFD-A5430A,
pesando 300g de alga fresca para posteriormente trocearla lo mas uniforme
posible, con la finalidad de que el calor del secado penetre toda la matriz del
alga. El alga troceada se distribuyé en bandejas plasticas (PP), con una
base de papel aluminio, hasta completar su superficie. Este proceso se
repitid por triplicado para cada uno de los tratamientos (40°C, 50°C y 60°C).
Se ajustaron los parametros del equipo y se introdujeron las bandejas. El
peso del alga se evalud rutinariamente cada 12 horas y se pesaba en una
bascula analitica hasta obtener un peso constante. Al finalizar un
procedimiento se retiraba la biomasa seca y se resguardaba en bolsas
herméticas en un lugar seco y bajo oscuridad hasta su posterior

pulverizacion.

4.1.2.2 Secado por deshidratacion

El secado por deshidratacion se realizé en un equipo de deshidratacion IRD5
MioBio, pesando 300g de alga fresca para posteriormente trocearla lo mas
uniforme posible, con la finalidad de que el calor del secado penetre toda la
matriz del alga. La biomasa troceada se distribuyé en bandejas de acero
inoxidable hasta completar su superficie y fueron introducidas al equipo.
Este proceso se realizd por triplicado para cada uno de los tratamientos
(40°C, 50°C y 60°C). Los tratamientos se realizaron a una velocidad de aire
constante segun la especificacion del propio equipo. El peso del alga se
evaluo rutinariamente cada 12 horas y se pesaba en una bascula analitica
hasta obtener un peso constante. Al finalizar un procedimiento se retiraba la
biomasa seca y se resguardaba en bolsas herméticas en un lugar seco y

bajo oscuridad hasta su posterior pulverizacion.

4 .1.2.3 Secado al vacio
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El secado al vacio se realizé en un equipo de vacio BOV-SOV Biobase,
pesando 300g de alga fresca para posteriormente trocearla lo mas uniforme
posible, con la finalidad de que el calor del secado penetre toda la matriz del
alga. La biomasa se distribuyé en bandejas de acero inoxidables, encajadas
por altura dentro del equipo, hasta abarcar toda la superficie. Este proceso
se realiz6 por triplicado para todos los tratamientos evaluados (40°C, 50°C
y 60°C). El nivel de vacio en el equipo oscilaba entre 0,08~0,06 MPa. La
condensacion del equipo fue controlada cada dia al finalizar la jornada y se
peso rutinariamente la biomasa hasta obtener un peso constante. Al finalizar
un procedimiento se retiraba la biomasa seca y se resguardaba en bolsas
herméticas en un lugar seco y bajo oscuridad hasta su posterior

pulverizacion.

46



4 1.2.4 Secado de Liofilizacion

El secado por liofilizacion en un equipo liofilizador OPERON (-70°C)
pesando 300g de alga fresca para posteriormente trocearla lo mas uniforme
posible, con la finalidad de que los procesos de sublimacién y congelacion
actuen en toda la matriz del alga. La biomasa se distribuy6 en bandejas de
acero inoxidables, encajadas por altura dentro del equipo, hasta abarcar
toda la superficie. Este proceso se realizé por triplicado. Se configuré el
equipo para que se mantuviese trabajando a una temperatura de -67°C con
una presion de 0,027 KPa (Elsa Uribe et al, 2018). La biomasa fue pesada
rutinariamente cada dia hasta obtener un peso constante. Al finalizar el
procedimiento, se retird la biomasa seca y se resguardd en una bolsa
hermética; se mantuvo en un lugar seco y bajo oscuridad hasta su posterior

pulverizacion.

Actividad 4.1.3 Pulverizacion de algas

Finalmente, posterior al secado, las biomasas de L. spicata fueron
sometidas a un proceso de pulverizado mediante el equipo FRITSCH Knife
Mill PULVERISETTE 11 hasta obtener un polvo fino. Luego, cada muestra
por triplicado se resguardo en bolsas herméticas utilizando una selladora al
vacio automatica Oster FoodSaver V2240 y fueron almacenadas en el

congelador a una temperatura de -20°C, hasta su aplicacién experimental.
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Actividad 4.1.4 Determinacion del contenido de fucoxantina en biomasa
seca por HPLC.

4.1.4.1 Preparacion de extractos

Se realizé un concentrado de las muestras en tubos eppendorf de 1,5mL,
para un total de 30 muestras. Se utilizé una bascula analitica de laboratorio
y se peso6 aproximadamente 100 mg de cada tratamiento de biomasa seca
por triplicado, se rotularon segun el tipo de secado y la temperatura a la que
este fue empleado. A cada uno se le agregd 500 uL de etanol de grado
analitico para, posteriormente, ser sometidas a rotacién por vértex durante
un minuto por cada una; abarcando la mayor cantidad de muestras para
acelerar el proceso. Seguidamente, las muestras se colocaron en un soporte
de goma y se depositaron en un bafio de ultrasonido (UC-30A Biobase) que
se dejo accionando a un 70% de rendimiento, 40°C durante 10 minutos,
todo este proceso se realizé por dos ciclos. Tras el proceso, las muestras
se centrifugaron a 14000 RPM durante 15 minutos y se traspaso el
sobrenadante a viales ambar de 2mL con una jeringa de 1mL ensamblada
a un filtro de 0.22um. Finalmente, se utilizé un difusor de nitrégeno 4.8 para
concentrar cada muestra y, por ultimo, resuspender con 400 uL de metanol

de grado analitico para HPLC.

4 1.4.2 Determinacion de fucoxantina

La composicién de las concentraciones fue determinada con el equipo
HPLC YL9100 segun el método descrito por Laboratorio GIBMAR (2025) con
modificaciones. Para ello, se utilizé una columna analitica C18 Kromasil, 250
x 4,6 mm x 5 ym y se utilizaron las fases méviles acetonitrilo de grado HPLC
(fase movil A) y H20 grado analitico para HPLC (fase movil B). Se colocaron
las muestras en la bandeja del inyector automatico, intercalando un blanco cada
5 muestras y se ingresaron al software del equipo. El flujo de la fase movil fue
gradualmente controlado, se inicié con 0.5 mi/min y este iba incrementando, en

periodos de 2 minutos para mantener un control en el sistema, hasta alcanzar el
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flujo deseado de 1 mi/min. El proceso por muestra comprendia un estimado de 30
minutos, con un estimado de 15 horas en total. Con los resultados obtenidos, se
cuantificé mediante la curva de calibracién segun el estandar para extrapolar
los datos de las muestras, observando el espectro cromatografico segun su
tiempo de retencion y por comparacion de absorbancia a una longitud 454 nm

para detectar la presencia de fucoxantina.

Tabla 2. Gradiente de elucién empleado en HPLC;
Acetonitrilo (A) y H20 grado HPLC (B)

Tiempo A B Flujo
[min] [%] [%] [mL/min]
Inicial 80,0 20,0 1,00
20,00 80,0 20,0 1,00
20,10 100,0 0,0 1,00
25,00 100,0 0,0 1,00
25,10 80,0 20,0 1,00
30,00 80,0 20,0 1,00
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4.1.4.3 Elaboracion de curva de calibracion de fucoxantina para

Cc18

La cuantificacion de FX se realizé por medio de una curva de calibracion en
cromatografia liquida de alta presion (HPLC), preparada en etanol, por
triplicado, el mismo dia del analisis a partir de una solucion madre de
200mg/mL de estandar (cayman ltem:13068) en 10 mL de etanol, tomando
una alicuota adecuada para preparar los siguientes puntos de la curva de
calibrado: 5; 25; 50; 75; y 100 pg/mL, agregando BHT al 1% como
antioxidante. Se hizo un calculo estimado a partir de una regla de tres para
el volumen necesario de cada concentracidon con precisién volumétrica.
Posteriormente, las concentraciones fueron introducidas al inyector
automatico para analisis HPLC con la misma columna analitica C18
Kromasil, 250 x 4,6 mm. La inyeccion para cada extracto se hizo por
triplicado en el equipo HPLC YL9100, equipado con una bomba binaria
(YL9111), inyector automatico y detector PDA (YL9160) de rango 190~950

nm.
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Actividad 4.1.5 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El analisis de datos se
ejecutd en el software “Statistica 4.1” y la posterior expresion de los
resultados utilizando el programa GraphPrism4. Para evaluar la normalidad
y homogeneidad de los datos se utilizaron diferentes métodos de
transformaciones de datos y fueron comparados segun la prueba de
Shapiro-Wilk y consagrar que distribucion de datos se acercaba mas a la
normalidad segun el valor de P>0.05. Por otra parte, se aplico la prueba de
homogeneidad de varianzas de Levene a partir de la mejor transformacion
de datos. Se realizé un ANOVA unidireccional para determinar de manera
general la diferencia significativa entre los datos con un nivel de significancia
del 5% y, una vez determinada la hipoétesis alternativa, se realizé una prueba
post-hoc de Tukey para evidenciar las diferencias significativas
relacionando cada una de las muestras entre si y dar pie a la seleccion del

mejor método de secado.
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Objetivo 2: Simular biomasa residual industrial de L. spicata a partir del
proceso de extraccidon de alginato de sodio desde biomasa seca

Previamente a la evaluacién de los métodos de extraccion, los hidrocoloides
de L. spicata fueron extraidos segun el método descrito por Gongalves
Fernandez, C. (2019) con modificaciones, consiguiendo de este modo una

biomasa residual simulada para la extraccion de fucoxantina.

Actividad 4.2.1 Extraccion de alginato de sodio mediante maceracion
dinamica

El método convencional a nivel laboratorio se realizé con el fin de generar
una precipitacion del alginato en la biomasa seca de Lessonia spicata. Se
dispuso 60g PS (peso seco) distribuidos en tres matraces de 1L, la cual fue
sometida a una relacién biomasa-solvente de 1:40. De manera que se formo
una solucion con agua destilada que fue incubada en rotacion bajo los
parametros de temperatura, RPM y tiempo (30°, 150 RPM y 24h) para
ablandar los tejidos. Finalizado el proceso, se traspasé el sobrenadante a
un vaso precipitado y se observé una leve precipitacion del gel; se formé
una solucion hidroalcohdlica para el gel anadiendo tres veces su volumen
de etanol al 72% y se dejo en reposo durante 24h en refrigeracién a una
temperatura de 4°C. Por otra parte, la biomasa sin alginato fue resguardada
y secada a 50°C hasta obtener un peso constante. Una vez precipitado el
etanol del alginato sdélido, se procedié a centrifugar la muestra para
recuperar restos de alginato precipitados y descartar el sobrenadante. El
alginato solido recuperado fue pesado en balanza analitica y se llevé a un
horno convencional a 50°C para finalmente obtener el rendimiento de
alginato desde la biomasa secada en el método de secado seleccionado y

el residuo simulado.



Objetivo 3. Seleccionar el proceso de extraccion de fucoxantina desde la
macroalga Lessonia spicata

La extraccion se realizé para la biomasa residual simulada y para la biomasa
seca directamente desde el tratamiento de secado, antes a la extraccion de

alginato.

Actividad 4.3.1 Evaluacion de métodos de extraccion

4.3.1.1 Método de Maceraciéon Dinamica

Se realizd una extraccion sélido-liquido mediante un proceso batch; con una
relacion biomasa-solvente de 1:40. Se distribuyeron 30g de biomasa seca
en polvo de la macroalga Lessonia spicata en 6 matraces de 250mL (159
de Biomasa seca sin alginato: Grupo B; dividido en 3 matraces y 15g de
Biomasa seca con alginato: Grupo A, dividido en 3 matraces), a los cuales
se les afiadieron, a cada uno, 200 mL de etanol de grado técnico al 72%.
Luego, se acoplaron en un shaker de incubacion (JSR — JSSI-100°C) y se
realizé la configuracion de parametros; a 150 rpm con temperatura de 30°C
durante 24hrs. Una vez finalizada la maceracion, retird el sobrenadante y se
llevé a centrifugacion (8000 RPM, 10 min) para separar cualquier solido
suspendido. Se preparo el equipo espectrofotometro de doble haz (HALO
DB — 20 DYNAMICA) para determinar la presencia de fucoxantina en las
muestras; el analisis se realizd a una absorbancia de 442 nm. Al obtener las
longitudes de onda, se concentraron las muestras utilizando un equipo
multirotavapor (P-6 230V, Buchi), ocupando la capacidad de 6 frascos para

traspasar el contenido de las muestras.

Previamente, se ajustaron los parametros de trabajo para el equipo
MultiVap. EI volumen de agua fue medido para el funcionamiento del
calentador, utilizando agua desionizada hasta cubrir la mitad de la
capacidad volumétrica del recipiente para cada botella; al ensamblar el
soporte con las muestras, el liquido debe quedar por sobre el volumen de la

muestra para una ebullicion constante y pareja. Por otra parte, para



recuperar el solvente, en este caso etanol, se utilizaron los siguientes
parametros: 102 mbar, 50°C. Una vez recuperado el solvente y obtener un
concentrado seco, se resuspendio la muestra en 5mL de etanol de grado
analitico para HPLC, se traspasaron a viales ambar mediante filtros de 0,22

um y fueron guardados en oscuridad a -20°C hasta su aplicacion analitica.

4.3.1.2 Método de extraccion por soxhlet

La fucoxantina se extrajo segun el método descrito por Ochoa Lizarzaburo
(2024) con modificaciones, utilizando como solvente etanol 72° de grado
técnico y realizando cada experimento por triplicado. Ocupando un equipo
soxhlet convencional, se verti6 el solvente en el tubo extractor hasta el nivel
marcado por el paso de ascenso de vapores siendo redirigido hasta el
matraz para solvente con capacidad de 250mL. Se dispuso 5g de biomasa
para cada experimento en el cartucho de celulosa y se configuro la placa de
calentamiento para que funcionara a 60°C. La extraccion se realizé hasta el
agotamiento de la muestra, lo cual marco un tiempo aproximado de 2.5h.
Para manipular el solvente extraido, se dejo enfriar 10 minutos a
temperatura ambiente y se resguardo el balén en oscuridad a 5°C durante

48h hasta su siguiente aplicacion experimental.

Para el concentrado de las muestras se utilizé6 un equipo multivapor (P-6
230V, Buchi), donde se ocuparon tres botellas para traspasar el contenido
de los balones soxhlet. Una vez recuperado el solvente y obtener un
concentrado seco, se resuspendio la muestra en 5mL de etanol de grado
analitico para HPLC, se traspasaron a viales ambar mediante filtros de 0,22

um y fueron guardados en oscuridad a -20°C hasta su aplicacion analitica.
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4.3.1.3 Método de extraccion por fluido supercritico CO2

El sistema de extraccién de fluido supercritico (SFE) con didxido de carbono
(CO2) fue utilizado segun lo reportado por Yin et. al. (2022), con
modificaciones. Se emplearon 5 g de biomasa, por triplicado, en un vaso de
reaccion para 20 mL, para evitar pérdidas vy filtraciones de biomasa, cada
extremo del tubo fue rellenado con celulosa para evitar el arrastre de la
muestra. Por un lado, la metodologia de extraccion que fue utilizada se tomé
segun lo descrito por Lourengo-Lopes et. al. (2021) donde se especificd que
para la extraccion de carotenos con SFE, los parametros optimizados deben
ser una temperatura de 70°C a una presion de 400 bar; se utilizé solamente
CO2 como solvente. En el panel digital se ajustaron los parametros
anteriormente mencionados, el equipo se tomd alrededor de 15 minutos en
alcanzar la temperatura deseada y una vez alcanzada, se abri6 la llave de
paso de CO2 y se establecié el flujo a SmL/min. Conforme se realiz6 la
extraccion, el tubo de recuperacion se calentdé con una secadora manual
para evitar la acumulacién de cristales de hielo; la extraccion culmindé con
una guia visual que determiné que no se recuperaba mas contenido de la
muestra. Por otra parte, para el segundo experimento se realizé una
extraccion utilizando etanol como co-solvente en un 11%, se utilizé un nivel
de presion de 400 bar y la temperatura se redujo a 60°C, condiciones ideales
para obtener el maximo valor de carotenos en extracciones SFE con co-
solvente (Lourengo-Lopes et al., 2021), el procedimiento realizado luego de
ajustar los parametros fue el mismo en ambos experimentos. Finalmente,
las muestras fueron resuspendidas en 5 mL de etanol de grado analitico para HPLC
y fueron almacenadas en oscuridad a una temperatura de -20°C, hasta su

analisis.
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Objetivo 4. Determinar la capacidad antioxidante de fucoxantina obtenida desde

el método de extraccion de fucoxantina seleccionado

Se determindé la capacidad antioxidante (CAOX) de la extraccion
anteriormente aplicada, de la cual se obtuvieron valores significativos de
fucoxantina. Los extractos se evaluaron bajo métodos de determinacion
CAOX aplicables comunmente en laboratorio para evaluacion de alimentos,
suplementos dietéticos y productos farmacéuticos descritos por Kawee-ai

et. al. (2013).

4.4.1 Ensayo DPPH

La capacidad antioxidante de las muestras se determiné empleando radical
libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) por el método de Becker et. al.
(2019), con algunas modificaciones. Este radical libre es susceptible de
reaccionar con compuestos antioxidantes a través de un proceso
caracterizado por la cesion de un atomo de hidrogeno proporcionado por el
agente antioxidante. Pudiendo seguirse la reaccién midiendo la disminucion
de la absorbancia en el tiempo a 517nm. El antioxidante reacciona con el
DPPH produciendo la decoloracion de este pasando de un color violeta

oscuro a un color amarillo claro.

La solucion de DPPH se preparé diariamente en metanol y fue guardada en
oscuridad a temperatura ambiente hasta su uso. El ensayo se realizé se
realizd en microplacas de 96 pocillos, se anadié en cada pocillo 10uL de
blanco, muestra o de soluciones de patrones de Trolox (0-200uM en etanol),
mas 90 uL de metanol y 100uL de DPPH. Se dej6 incubar a 30°C por 30

min y se leyd la absorbancia por triplicado a 517nm.

Se midié el porcentaje de captacion del radical libre DPPH utilizando la
siguiente ecuacion:

Ec.1. Porcentaje de captacion del radical libre DPPH (%) = [(Ab — Am/Ab] x 100
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Ab = Absorbancia del blanco

Am = Absorbancia de la muestra

Tabla 3. Elaboracidon de curva de calibrado de Trolox para DPPH

Concentracion V (estandar 2000 um) [UL] V (metanol) [uL]

0 0 1000
25 12,5 987,5
50 25 975

100 50 950

150 75 925

200 100 900

250 125 875

4.4.2 Ensayo ABTS

La capacidad antioxidante de las muestras se determiné mediante el ensayo
ABTS (acido 2,2'-azino-bis—(3—etillbenzotiazolin—6—sulfonico) también
conocido como Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox (TEAC), en
base al método desarrollado por Regnier et. al. (2015), con algunas
modificaciones. Este método corresponde a un método de transferencia de
electrones. Se basa en la inhibicion por parte de los antioxidantes de la
absorbancia del cation radical de ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonato), un croméforo azul-verde y estable que tiene un espectro de
absorcién caracteristico a 734nm. El radical catidénico coloreado ABTS se
forma previamente mediante la produccién directa del cromoéforo ABTS azul
verdoso a través de la reaccion entre ABTS y persulfato de potasio. La
adicion de antioxidantes a este radical obtenido previamente sigue un
mecanismo de transferencia de electrones, que se visualiza como una
decoloracion correspondiente a cuando el radical ABTS se reduce por el
antioxidante y por tanto una disminucién en su absorcion. De esta forma, el
grado de decoloracion permite evaluar el porcentaje de inhibicion del radical
cationico ABTS, que se determina en funcion de la concentracion de
antioxidante y el tiempo de reaccion. Los resultados se expresan como

equivalentes de Trolox o TEAC. El radical ABTS se formo a partir de mezclar
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38,42 mg de ABTS con 6,9 mg de persulfato de potasio en 10 mL de agua.
La mezcla se dejo en oscuridad por 16 horas para que se formara el radical.
Pasado este tiempo se lee su absorbancia a 734nm y esta debe ser de 0,7.
El ensayo se realizd se realizdé en microplacas de 96 pocillos, se afadié en
cada pocillo 190uL de ABTS y se midié su absorbancia 734nm, se dejo
incubar a 30°C por 5 min y se afadieron 10uL de blanco, muestra o de
soluciones de Trolox (0-200uM en etanol) para un volumen final de 200uL.
Seincubd a 30°C por 20 min y se leyo la absorbancia a 734nm por triplicado.
Los datos fueron interpretados en base a la curva de estandar de Trolox y

los resultados son expresados como pM de Trolox equivalentes (TE).

Tabla 4. Elaboracién de curva de calibrado de Trolox para ABTS

Concentracion V (estandar 2000 um) [UL] V (etanol) [uL]
0 0 1000
25 12,5 987,5
50 25 975
100 50 950
150 75 925
200 100 900
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4.4.3 Ensayo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power, por sus

siglas en inglés)

La capacidad antioxidante de las muestras se determiné mediante el ensayo
FRAP, en base al método desarrollado por Al-Tarifi et. al. (2020), con
algunas modificaciones. Este método se basa en el efecto de los
antioxidantes en la reaccion de transferencia de un solo electrén (SET). Se
basa en la reduccién del complejo de hierro férrico y cloruro de 2,3,5-trifenil-
1,3,4-triazo-2-azoniaciclopenta-1,4-dieno (TPTZ) a la forma ferrosa
coloreada (de un intenso color azul) a pH bajo (pH=3.6). Esta reduccién se
controla midiendo el cambio en la absorbancia a 593 nm y a una

temperatura de 37°C.

Brevemente, el ensayo se realiz se realizdé en microplacas de 96 pocillos
donde se mezcld la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de
200 pL: 10 uL de blanco, muestra o de soluciones de Trolox, y 190 uL de
solucién FRAP. La solucion FRAP se preparé diariamente a 37 oC a partir

de mezclar los siguientes reactivos:

- 2,5mL de la solucion de TPTZ (10mM en 40mM de HCl a 50°C)

preparada diariamente
- 2,5mL de FeCls (20mM en agua) preparada diariamente
- 25 mL de buffer acetato (300 mM pH 3.6)

La microplaca fue inmediatamente colocada en el lector de microplaca
SYNERGY HTX Biotek, incubada a 37°C por 30 min y leer la absorbancia a
593nm por triplicado. Los datos fueron interpretados en base a la curva de
estandar de Trolox con concentraciones entre 25-800 uM. Los resultados

son expresados como uM de Trolox equivalentes (TE).
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Tabla 5. Elaboracion de curva de calibrado de Trolox para FRAP

Concentracion

V (estandar 1000 uM) [UL]

V (Buffer acetato) [UL]

0
25
200
400
600
800

0
25
200
400
600
800

1000
975
800
600
400
200
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5. Resultados

Objetivo especifico 1: Evaluar técnicas de secado de biomasa para la
obtencion de fucoxantina desde la macroalga parda Lessonia spicata.

5.1  Rendimiento de secados y determinacion del contenido de fucoxantina
en biomasa seca por HPLC.

Se hizo registro de todos los parametros que conllevaban los métodos de
secado y se elabor6 una tabla comparativa. Los parametros muestran que
cada tratamiento obtuvo un rango 6ptimo de peso en agua reducido
respecto al peso inicial (entre 80-90%); el criterio para la seleccion del
tratamiento Optimo para Lessonia spicata se establecid en base a la
cantidad de fucoxantina (ug/g) obtenida de cada muestra, el tiempo de
secado (Tabla 6) y el costo energético de la operacidon (Anexo 3). Las
concentraciones fueron analizadas detalladamente unas entre otras,
mediante el analisis de varianza de una via (one way — ANOVA; Tabla 7)
presenciando diferencias significativas (p < 0,05) entre el método de secado
por deshidratador sometido a 40°C frente a sus variantes de temperatura y
los otros métodos convencionales; en horno de gran capacidad, a diferentes
temperaturas y las concentraciones obtenidas mediante el secado al vacio,
a diferentes temperaturas. EI método de liofilizacion no presenta una
diferencia significativa frente al método que preservé mayor cantidad de
fucoxantina (p > 0,05), sin embargo, obtuvo un rendimiento mas lento con

relacidon a la concentracion obtenida.
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Tabla 6. Tratamientos de Secado Aplicados en la Macroalga Lessonia spicata y su Rendimiento en Contenido de Fucoxantina

Peso hiimedo Tiempo de Peso seco Rendimiento

Tratamientos Peso himedo (g) (total) Temperatura secado Peso seco (g) (total) Humedad FX
R1 R2 R3 X SD CV (2 ) (h) R1 R2 R3 (€3] (%) (ug/g BS)
100,0 100,5 101,0 100,5 0,5 0,5 301,5 40 19 20,6 17,7 254 63,7 21,1 171,214
Con%;‘;fonal 100,5 101,0 101,0 1008 03 03 302,5 50 15 18,9 21,6 16,2 56,7 18,7 147,317
100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 0,0 300 60 12 15,9 16,3 16,7 48,9 16,3 166,955
100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 0,0 300 40 24 14,6 202 174 52,2 17.4 272,215
Deshidratador 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 0,0 300 50 22 153 18,1 16,7 50,1 16,7 192,804
100,0 100,5 101,0 100,5 0,5 0,5 301,5 60 19 159 16,7 16,3 48,9 16,2 130,265
100,5 101,0 101,0 100,8 0,3 0,3 302,5 40 72 254 20,6 17,7 63,7 21,1 171,771
Estufa al Vacio ~ 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 0,0 300 50 67 21 16,6 199 57,5 19,2 92,899
100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 0,0 300 60 60 142 13 19,2 46,4 15,5 53,095
Liofilizacion 102,0 102,0 103,0 1023 0,6 0,6 307 -67 45 23,8 21,3 18,7 63,8 20,8 216,973

62



5.2 Analisis estadistico

Los datos obtenidos para determinar el método de secado mas eficiente
fueron ingresados al software estadistico “Statistica 4.1” y se procedi6 a
ejecutar un analisis de varianzas de una via (one way — ANOVA). Como
primera instancia, se evalud la determinacion de normalidad (p-plot) y
homogeneidad de las varianzas bajo la prueba de Levene, sometiendo la
variable de concentracion de fucoxantina (FX ugg-1) a una serie de
transformaciones de datos. Tras las comparaciones entre datos normativos,
se observo que el valor de normalidad de las muestras se presentaba en las
concentraciones de fucoxantina netas, es decir, sin someter los datos a una

transformacion. (Figura 2).

P-Plot: FX ugmi-1 All Groups

Expected Normal Value

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Observed Value

Figura 2. Analisis de normalidad para la concentracién de fucoxantina; Variable FX ugmi-1
(Datos sin transformacion estadistica). Software Statistica 4.1

Posteriormente, se efectud el analisis de varianza de una via (one way —
ANOVA) (Tabla 7). El analisis sugiere que existen diferencias significativas
en la preservaciéon de fucoxantina entre cada tratamiento de secado y

temperatura aplicado a la biomasa seca de Lessonia spicata.
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Tabla 7. ANOVA: Concentraciones de FX [ug/g BS] en funcién de Tratamientos de secado y
temperatura

Efecto Qrado de FX uggBS-1 FXuggBS-1 FXuggBS-1 FX uggBS-1
libertad SS MS F p
TTO*Temp 4 1031,230 257,8076 14,33328 0.000011
Error 20 359,733 17,9866
Total 29 6768,311

Finalmente, se realiz6 la prueba post-hoc de Tukey (Tabla 8), la cual
permitié identificar las diferencias significativas en las concentraciones de
fucoxantina entre los distintos tratamientos evaluados (tipo de secado y

temperatura).

Los resultados expresados por el analisis de varianzas de una via (one way
— ANOVA) y el pos-hoc (Tukey test HSD) determinaron que dentro de los
tratamientos (métodos de secado y temperaturas) aplicados a la biomasa
seca de la macroalga parda Lessonia spicata, el mas eficaz para la
recuperacion de fucoxantina es el método por deshidratacion a 40°C

(272,2152 pugFX/gBS + 28,64).
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Tabla 8. Test de Tukey aplicado en diferentes tratamientos de secado para la
macroalga parda Lessonia spicata

FX
TTO Temperatura uggBS' 1 2 3 4 5 6
Media
EV 60 53,095 wwwE*
EV 50 02,899  wwE sk
DH 60 130,265 dededese
EC 50 147,317 Swdt Ak
EC 60 172,355 Swdkt dkdk
EC 40 171,214 Tdkdk Rk Rk
EV 40 169,141 R R T TR
DH 50 192,804 fkdk kkdk Khwn
LF -66 216,973 Tddkw Akwk
DH 40 272,215 weweke

Tratamiento secado: EV: Secado al vacio; DH: Secado en Deshidratador; EC:
Secado en Estufa Convencional; LF: Secado por Liofilizacion.
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Para los tratamientos de secado a 40°C, el método DH es el mas efectivo
(Media: 272,21 £ 28,64; P<0.001) para la recuperacién de esta molécula,
con una diferencia muy significativa en comparacion del método EV y
método EC que, entre ellos, no hubo diferencias significativas. Y en
comparacién con el método LF, la diferencia fue significativa (Media: 216,97

+ 8,48; P<0.05).

Para los tratamientos de secado a 50°C, el método DH no mantuvo
diferencia significativa con el método LF y el método EC (Media: 192,80 +
4,81; Media: 216,97 + 8,48 y Media: 147,32 + 11,50, respectivamente;
P>0,05). Sin embargo, mantuvo una diferencia significativa con el método
EV (P<0,01). Mientras que, el método LF mostr6 una diferencia poco
significativa con el método EC que, a su vez, mostré una diferencia poco
significativa con el método EV (P<0,05). No obstante, el método LF mostré

una diferencia muy significativa con este ultimo método (P<0,001).

Para los tratamientos de 60°C, el método DH y el método EC mostraron una
diferencia muy significativa con el método EV (Media: 130,26 £ 11,91;
P<0,001; Media: 166,95 * 4,75; P<0,001). Sin embargo, el método EC sélo
mostré una diferencia significativa con el método DH (P<0,01). El método
LF mostré una diferencia muy significativa frente a los tres métodos

anteriores (Media: 216,97 £ 8,48; P<0,001).

En cuanto a la comparacion de temperaturas dentro de un mismo método,
se observo que en el método DH, el tratamiento a 40°C presentd una
diferencia muy significativa respecto a las temperaturas de 50°C y 60°C
(P<0,001). Para las temperaturas evaluadas en el método EC, se observo
que no existia una diferencia significativa y, por ultimo, las temperaturas

evaluadas en el método EV sugirieron una diferencia significativa (P<0,01).

Se elaboré un grafico comparativo para facilitar la visualizacion de los

resultados (Figura 3).
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Figura 3. A) Recuperacién de contenido de fucoxantina en biomasa seca mediante diferentes métodos de secado a 40° comparado con método por Liofilizacién; B) Recuperacion de contenido de fucoxantina en
biomasa seca mediante diferentes métodos de secado a 50° comparado con método por Liofilizacion; C) Recuperacion de contenido de fucoxantina en biomasa seca mediante diferentes métodos de secado a 60°
comparado con método por Liofilizacién. Donde DH = Secado en Deshidratador; EC = Secado en Estufa Convencional; EV = Secado en Estufa al Vacio; LF = Secado por Liofilizacién; 40 = 40°C; 50 = 50°C; 60 =
60°C; -66 = -66°C. (n=3). Las barras indican la comparacién entre muestras y los asteriscos la diferencia significativa. Las columnas que poseen asteriscos sobre su desviacidon estandar estdn comparadas con su
respectivo par en orden de izquierda a derecha; *poco significativo (P<0.05); **significativo (P<0.01); ***muy significativo (P<0.001) y ns = no significativo.

67



= 300 -|- !
(7]
m -T-
> 200- A
(@)] -~
=,
X 100-
0 | || || .:- ||
@ Q@Q@@Q@@

o‘z‘o‘z‘o‘z‘@ PRSP PN

Figura 4. Recuperacion de contenido de fucoxantina en biomasa seca mediante diferentes métodos de
secado a diferentes temperaturas. Comparacion de todos los métodos.

Para asignar un valor competitivo a la recuperacion de fucoxantina con un método
de secado por deshidratacion en la industria de los hidrocoloides, se hizo un
analisis de literatura en base a la fucoxantina recuperada desde algas pardas
mediante un método de secado natural, es decir, de exposicion directa al sol;
generalmente utilizado en el procesamiento de biomasa macroalgal para la
extraccion de alginato. Tal como se demuestra en el estudio descrito por
Machado et. al. (2022), donde analizaron la composicion bioquimica de distintas
especies de macroalga del género Sargassum, entre ellas la abundancia de
fucoxantina, empleando métodos de secado como liofilizacion y secado al sol. En
la tabla 9 se expresa la comparacion del método de secado utilizado en el
presente estudio de recuperacion de fucoxantina y el obtenido en las distintas

especies de la macroalga Sargassum sp.

68



Tabla 9. Comparacion de Recuperacion de Fucoxantina (ug g BS-1) £ SD en distintos métodos
de secado desde el &mbito competitivo con la metodologia industrial.

Fucoxantina
(ug/g BS) .
Macroalga Deshidratador Liofilizacién Secado al Referencias
(40°C) sol
L.spicata (Chome) 2722142864 216,97 + 8,48 - N/A
Sargassum sp (Port 107,15 £
Royal) - 272,26 + 45,36 10,72
Sargassum sp 136,32 + Machado et al.,
(Manchioneal) ) 503,81 +£42,49 16,48 2022
Sargassum sp (Port 57,74 £
Maria) - 261,68 + 18,19 22.67

El analisis estadistico realizado mediante una prueba de T-student para muestras
independientes permitié evaluar la diferencia entre los niveles de fucoxantina
obtenidos a partir de estas dos fuentes de macroalgas: Lessonia spicata (LS DW)
y Sargassum sp. (SS SD).

Dado que el valor absoluto del estadistico t calculado (6.076) es mayor que el
valor critico (2.13), rechazamos la hipotesis nula. Esto indica que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los dos grupos (p <
0,01) (Tabla 10). Es decir, que el promedio de fucoxantina obtenido en LS DW
(272,21 + 28,64 ug/g BS) es significativamente mayor que en SS SD (100,40 £
39,72 ug/g BS).

El resultado anterior sugiere que la biomasa de Lessonia spicata deshidratada a
40°C ofrece una mayor concentracion de fucoxantina en comparacién con
Sargassum sp. deshidratado al sol por parte del estudio realizado en las costas
de Jamaica (Machado et al., 2022). Debido a la poca informacién acerca del
contenido de componentes bioquimicos de la macroalga L. spicata, seguir
profundizando esta comparacion es clave para optimizar los procesos de
seleccidén de estrategias de procesamiento que maximicen la recuperacion de

compuestos bioactivos de alto valor agregado.

69



Tabla 10. Comparacion de Fx entre Lessonia (deshidratada a 40°C) y Sargassum (secada al
sol) bajo prueba de T-student

Media Media Valor-t df p Valor critico-t
LS SD (95%)
LS DW vs SS SD 272,21 100,40 6,076 4 0,0037 2,13

70



Objetivo especifico 2: Simular biomasa residual industrial de L. spicata a partir
del proceso de extraccion de alginato de sodio desde biomasa seca

El calculo del contenido y del rendimiento en proporcion de la extraccion de
alginato desde la biomasa seca de la macroalga Lessonia spicata se realizd

en base a la siguiente férmula:

Masa de alginato seco recuperado (g)

Ec.2.Contenido (%) = ( ) x 100

Masa inicial de biomasa seca macroalgal (g)

Sustituyendo en la formula los datos obtenidos:

5,542 g de alginato seco

Contenido (%) = ( ) X 100 = 6,93%

80 g de biomasa seca macroalgal
El resultado de la extraccién del contenido de alginato fue necesario para
medir el rendimiento de este compuesto en el tratamiento con solucion
hidroalcohdlica. El criterio para calcular el rendimiento se baso en la cantidad
de compuesto total existente en una macroalga parda, de 20 a 40 % de
alginato en peso seco (Avendafio-Romero et al., 2013). Por lo que, para
establecer un rendimiento del >99,9% se debe extraer, para este caso, 329
de alginato seco. Sin embargo, el experimento se realizO a escala de
laboratorio, empleando métodos disefiados para ser compatibles con las

caracteristicas quimicas y estructurales de la molécula de fucoxantina.

5,542 g de alginato seco
32 g de alginato total tedrico

Ec.3.Rendimiento (%) = < > X 100 =17,32%
Por una parte, si bien el contenido de alginato obtenido (6.93%) fue inferior al
porcentaje estimado en estudios previos o valores tedricos reportados en la
literatura, el proceso permitié recuperar una cantidad suficiente de alginato
seco y se obtuvo un rendimiento (17,32%) cercano al establecido en la
industria, que por lo general ofrecen rendimientos de alginato de sodio en
torno al 24,4% (Canadell, A., s.f.). Por consiguiente, la biomasa se separd en
dos grupos para continuar con el analisis de extraccion: biomasa seca con

alginato (A) y biomasa seca sin alginato (B)
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Expected Normal Value

Objetivo especifico 3: Seleccionar el proceso de extraccion de fucoxantina
desde la macroalga Lessonia spicata

5.4 Extraccion de los métodos empleados en la macroalga Lessonia
spicata

Los datos obtenidos para determinar el método de secado 6ptimo para la
fucoxantina desde la macroalga Lessonia spicata fueron ingresados al
software estadistico “Statistica 4.1” y se procedio a ejecutar un analisis de
varianzas de una via (one way — ANOVA). Como primera instancia, se
evalué la determinacion de normalidad (p-plot) y homogeneidad de las
varianzas bajo la prueba de Levene, sometiendo la variable de
concentracion de fucoxantina (FX ug g™') a una serie de transformaciones
de datos. Tras las comparaciones entre datos normativos, se observo que
el valor de normalidad de las muestras se presentaba en las
concentraciones de fucoxantina sometidas a la razon logaritmica (LOG Fx).

(Figura 4).

P-Plot: LOG FX All Groups

2,5

-2,5 : : : : : : :
8,5 9,0 95 10,0 10,5 11,0 11,5 12,0 12,5
Observed Value
Figura 4. Anadlisis de normalidad para la concentracion de fucoxantina; Variable LOG Fx

(expresion logaritmica variable Fx ugg™). Software Statistica 4.1
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Con base en los datos presentados (Tabla 12), se observa que, entre los
métodos de extraccidn evaluados, la mayor concentracién de fucoxantina
se obtuvo mediante el método de extraccién con fluidos supercriticos (SFE)
utilizando CO, en estado supercritico como solvente. Este proceso registro
una concentracion promedio de 73,84 + 7,19 ug g BS' en el grupo de
biomasa con alginato (Grupo A), mientras que para el grupo de biomasa sin
alginato (Grupo B) se registrd una concentracion promedio de 46,66 + 9,64
ug g BS'. Por otro lado, al emplear etanol como co-solvente en el mismo
método (SFE-E), la concentracion de fucoxantina fue significativamente
menor en comparacion con el procedimiento inicial en ambos grupos
(Media: 12,16 * 0,33 uyg g BS'; Media: 5,68 + 3,5 ug g BS”,
respectivamente). Como método comparativo, se aplicé las mismas
técnicas de extraccion a una muestra de Biomasa Residual Industrial (BRI)
donde el contenido de fucoxantina que se obtuvo mediante SFE fue de
30,187 ug g BS™', mientras que para SFE-E se obtuvo una concentracion de

3,602 ug g BS™' (Figura 5a).

Por otro lado, los métodos de extraccion mediante maceracion dinamica
(MD) y Soxhlet no cumplieron con las expectativas, obteniendo
concentraciones minimas o practicamente nulas en comparacién con los

métodos SFE y SFE-E. (Figura 5b).

El analisis de varianza de una via (one way — ANOVA; Tabla 11) sugiere
que existen diferencias significativas entre el método de extraccion SFE y

SFE-E frente a los otros métodos (p < 0,05).
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Tabla 11. Anélisis de varianza de una via de datos obtenidos desde las muestras de fucoxantina

mediante extraccion SFE

Grado Log Fx ng Log Fx pg Log Fx ug Log Fx pg
Efecto de gBS! gBS! gBS! gBS!
libertad SS MS F p
TTO*GP 3 0,83566 0,278553 10,6264 0.000435
Error 16 0,41941 0,026213
Total 24 25,30986

El analisis posterior (Tukey test HSD) muestra que existe una diferencia
estadistica entre el método SFE (grupo A) y el método SFE (grupo B)
(P<0.05). Mientras que, comparado con los métodos SFE-E (grupo Ay B),
MD (grupo Ay B), SX (grupo Ay B) y BRI mostré que existe una diferencia
muy significativa (P<0.001). No obstante, la finalidad de la comparacion es
determinar si el residuo macroalgal contiene fucoxantina; esto se muestra
en el método SFE (grupo B), el cual muestra una diferencia significativa con
la muestra BRI (Biomasa Residual Industrial) (SFE_B; Media: 47,66 + 9,64

ug g BS; P<0,001).
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Tabla 12. Fucoxantina en diferentes métodos de extraccion de fucoxantina en biomasa con y sin

alginatos
N° Muestra 23‘:::25"13 Grupo Cédigo Fx [ug gBS™]
1 SFE A SFE A 1 82,151
2 SFE A SFE A 2 69,560
3 SFE A SFE A 3 69,821
4 SFE B SFE B 1 57,518
5 SFE B SFE B 2 47,228
6 SFE B SFE B 3 38,251
7 MD A MD A 1 0,313
8 MD A MD A 2 0,306
9 MD A MD A 3 0,129
10 MD B MD B 1 1,367
11 MD B MD B 2 0,998
12 MD B MD B 3 0,608
13 SX A SX A 1 0,0151
14 SX A SX A2 0,0206
15 SX A SX A3 0,0541
16 SX B SX B 1 0,0227
17 SX B SX B 2 0,0876
18 SX B SX B 3 0,0202
19 SFE-E A SFE-E A 1 11,894
20 SFE-E A SFE-E A 2 12,047
21 SFE-E A SFE-E_A 3 12,542
22 SFE-E B SFE-E B 1 4,510
23 SFE-E B SFE-E B 2 2,926
24 SFE-E B SFE-E B 3 9,626
25 SFE BR Industrial SFE-BRI 30,187
26 SFE-E BR Industrial SFE-E BRI 3,602
*27 SFE P. Tricornutum UTEX 646 33400

SFE-E: Extraccion con Fluidos Supercriticos con cosolvente etanol; SX: Extraccion Soxhlet; MD: Extraccion por Maceracion
Dinamica; SFE: Extraccion con Fluidos Supercriticos CO2; BR Biomasa residual industrial. 1, 2, 3: Replicas. *Datos
obtenidos desde Proyecto FONDEF ID221-10214. “Incremento de la produccion de fucoxantina en P. tricornutum mediante
ingenieria metabolica para su uso en la industria nutracéutica”. GIBMAR, (2025) (Anexo 4).
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Figura 5. Concentracion de fucoxantina extraida expresada en pg gBS desde los métodos de extraccién
evaluados para cada grupo de muestra. Donde SFE: Extraccion con Fluidos supercriticos CO>; SFE-E:
Extraccion con Fluidos supercriticos con cosolvente etanol; MD: Maceracién dindmica; SX: Extraccion
Soxhlet; BRI: Biomasa Residual Industrial; A = Biomasa con alginato; B = Biomasa sin alginato. (n=3) las
barras indican la comparaciéon entre muestras y los asteriscos la diferencia significativa: *poco significativo
(P<0.05); **significativo (P<0.01); ***muy significativo (P<0.001) y ns = no significativo.

Estos resultados respaldan el uso del método SFE como una técnica
eficiente y prometedora para la obtenciéon de moléculas polares como la

fucoxantina.
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5.4.1 Proyeccion de la valorizaciéon de fucoxantina obtenida desde

Lessonia spicata

Se realizé una exploracién del potencial comercial donde se comparé la
fucoxantina obtenida desde la biomasa residual simulada de Lessonia
spicata y la biomasa residual industrial. La estimacion del valor comercial de
la fucoxantina producida se hizo a partir de los valores de mercado que
poseen los productos “ricos” o “con agregado de fucoxantina”. En promedio,
un producto comercial de fucoxantina contiene unas 60 unidades con 30
mg/porcion (1 unidad) con un valor de $12 aproximadamente. Bajo este
método, al estimar la produccién industrial de fucoxantina, se considera una
base de calculo de una tonelada de residuo. Con esta cantidad se puede
producir 47.60 gramos de fucoxantina total y fabricar 1589 capsulas con un
contenido de 30 mg de fucoxantina por cada una, lo cual se traduce a un
valor neto de 318 ddlares (Tabla 13) (detalles del calculo y supuestos en el

Anexo 2).

Tabla 13. Variacién de la valorizacion para la produccién de Fucoxantina, segun el producto
comercial promedio de la industria nutracéutica

Contenido Cantidad
Fucoxantina de Fx por Proyeccion Precio  Valorizacién
de Fx en .
por Tonelada  porcion de [USD - Fx por
el extracto i . i
[Ug - gBS [mgFx - de capsulas capsula tonelada
1 TonBS™] producto  estimadas 1 [USD]
[mg]
L. spicata
(SFE_B) 47,66 47600 30 1589 0.20 318
Residuo
Industrial 30,18 30187 30 1006 0.20 201
(SFE_BRI)
*Pp,
tricornutum 33400 3,34x107 30 1,11x10° 0.20 222000
(UTEX 646)
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Objetivo especifico 4: Determinar la capacidad antioxidante del extracto a
partir de la biomasa residual obtenida desde el método de extraccion de
fucoxantina seleccionado compa

La fucoxantina obtenida desde los métodos SFE, SFE-E y la muestra de
biomasa residual industrial (BRI) fueron sometidos a ensayos de capacidad
oxidante FRAP, ABTS y DPPH (Tabla 14). Se analiz6 tanto el grupo A como
el grupo B, para justificar el rol estabilizador del alginato en la estructura
quimica de la macroalga al evidenciarse una reduccion parcial de la
actividad antioxidante, asi como la concentracion de fucoxantina, expresada
en el objetivo anterior (ver Figura 5). Sin embargo, los resultados de interés
son los provenientes exclusivamente del grupo B y la muestra BRI, ya que
la finalidad del analisis es la comparacion de una biomasa sin alginato
simulada con lo que se obtiene desde la industrial de los hidrocoloides,

aunado a la capacidad antioxidante hallada en P. tricornutum.

La actividad antioxidante de la muestra BRI, obtenida mediante el método
de extraccién SFE, predomina en los ensayos ABTS y DPPH (107, 19 uM
TE y 273,44 uM TE, respectivamente), significativamente mayor que la
obtenida por la macroalga Lessonia spicata sin alginato (54,60 + 5,29 uM
TEy 99,92 + 31,15 uyM TE, respectivamente). Esto sugiere que la
fucoxantina remanente del proceso industrial de extraccién de alginato
posee una alta capacidad inhibidora de radicales libres. Por otra parte, la
capacidad antioxidante resultantes de estos mismos ensayos en la
fucoxantina obtenida mediante el método de extraccion SFE-E se muestra
parcialmente reducida, asociado a la extraccion de sustancias mas polares
y compatibles con el solvente utilizado; modificando la selectividad de

extraccion y comprometiendo la concentracion de fucoxantina.



En cuanto al ensayo FRAP, se puede observar una alta capacidad quelante
del i6n férrico por parte de la fucoxantina obtenida desde el método de
extraccion SFE (grupo B; Media: 202,28 + 6,10 uM TE), seguido por la
muestra SFE-E (grupo B; Media: 198,46 + 58,26 uM TE), la muestra SFE
BRI (180,16 uM TE) y por ultimo la muestra SFE-E BRI (95,8 uM TE). Los
resultados de este ensayo sugieren que las muestras analizadas desde un
meétodo de extraccidn sin co-solvente presentan una alta capacidad
antioxidante, lo que se suma al punto mencionado anteriormente, el cual
detalla que la adicion de solventes polares compromete la estructura de la
fucoxantina, obstaculizando su capacidad reductora. Por lo tanto, es
fundamental seguir explorando estrategias para optimizar este proceso,
para obtener un extracto de fucoxantina de alta pureza y con una actividad
antioxidante elevada, adecuado para su aplicacion en la industria

nutracéutica.
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Tabla 14. Ensayo de Capacidad Antioxidantes de Fucoxantina obtenida desde Extraccion SFE y SFE-E.
Medidas en unidades de Trolox Equivalentes (uM TE)

Ensayos Capacidad Antioxidante

Tipos de extraccion Grupo Fx [pug gBS™] ABTS DPPH FRAP
SFE con alginato 82,15 72,80 176,60 269,00
SFE con alginato 69,56 78,00 109,90 258,10
SFE con alginato 69,82 70,80 117,20 297,00
Media 75,86 75,40 143,25 263,55
SD 8,90 3,68 47,16 7,71
SFE sin alginato 57,52 56,01 135,87 206,95
SFE sin alginato 47,23 59,05 83,19 195,38
SFE sin alginato 38,25 48,75 80,71 204,52
Media 47,67 54,60 99,92 202,28
SD 9,64 5,29 31,15 6,10
SFE BRI 30,18 107,19 273,44 180,16
SFE-E con alginato 11,89 35,10 125,90 294,10
SFE-E con alginato 12,05 46,50 104,20 462,70
SFE-E con alginato 12,54 45,10 62,14 185,60
SFE-E Media 12,16 42,23 97,41 314,13
SFE-E SD 0,34 6,22 32,42 139,63
SFE-E sin alginato 4,51 21,66 77,68 181,45
SFE-E sin alginato 2,93 26,46 59,30 263,33
SFE-E sin alginato 9,63 36,59 50,42 150,59
Media 5,69 28,24 62,47 198,46
SD 3,50 7,62 13,90 58,26
SFE-E BRI 3,60 57 1454 95,8
*Cepa Nativa
SFE (P. tricornutum)
Media 190,386 11,95 62,14 31,33
SD 34,08 4,01 13,51 1,53
*Cepa
Sobreproductora
SFE (P. tricornutum)
Media 322,094 12,28 62,64 27,67
SD 51,49 1,09 9,17 3,06

*Datos obtenidos de Proyecto Fondef ID221-10214. “Incremento de la produccion de fucoxantina en P. tricornutum mediante ingenieria
metabdlica para su uso en la industria nutracéutica”. Hito 2: “Determinacion del grado de pureza y caracterizacion quimica y funcional
de la fucoxantina proveniente de la nueva cepa sobreproductora seleccionada de P. tricornutum (Anexo 5).
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5.5 Resultados finales

En el presente estudio, caracterizamos la biomasa residual industrial simulada de
la macroalga Lessonia spicata, evaluando la capacidad antioxidante de su
extracto etandlico y el contenido remanente de fucoxantina tras la extraccion del
alginato bajo condiciones simuladas. Nuestros resultados indican que dicha
biomasa residual conserva una cantidad significativa de fucoxantina, la cual

podria ser aprovechada como compuesto bioactivo en la industria nutracéutica.

Especificamente, la biomasa residual industrial simulada presentd un remanente
de fucoxantina extraida mediante CO, como fluido supercritico de 47,60 £ 9,64 g
por tonelada de biomasa residual, con una elevada capacidad antioxidante. Esta
actividad fue cuantificada mediante el método ABTS, con un valor de 54,60 + 5,29
MM TE, DPPH con 99,92 + 31,15 uM TE, y FRAP con 202,28 + 6,10 uM TE.
Comparativamente, estos valores son superiores a los reportados para la
fucoxantina obtenida desde Phaeodactylum tricornutum (ver Tabla 14), la cual
presenta una capacidad antioxidante de 11,95 uM TE por ABTS, 31,33 uM TE
por FRAP y 62,14 uM TE por DPPH (datos obtenidos por el grupo de
investigacion GIBMAR; Anexo 5). Estos hallazgos sugieren que la biomasa
residual de L. spicata posee un alto potencial para la obtencién de fucoxantina

de alto valor antioxidante.

La elevada capacidad antioxidante de esta biomasa podria atribuirse a la
presencia de compuestos bioactivos remanentes, como los polifenoles. En este
sentido, una caracterizacion quimica mas exhaustiva permitiria aportar valor
agregado a este residuo. Estos resultados son consistentes con los reportados
por Savic et al. (2024), quienes evaluaron la revalorizacion del residuo etandlico
generado en la extraccidon de alginato desde la macroalga Laminaria digitata. En
dicho estudio, los autores identificaron 41 compuestos en la fraccidén etandlica,
incluyendo compuestos con actividad antimicrobiana, y evaluaron su capacidad

antioxidante, demostrando que los residuos de procesos industriales
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establecidos pueden ser una fuente aprovechable de compuestos bioactivos.

Asimismo, Beratto et al. (2017) caracterizaron quimicamente y determinaron la
capacidad antioxidante de la biomasa de dos algas pardas, Lessonia spicata y
Macrocystis pyrifera, concluyendo que ambas son fuentes importantes de
polifenoles. En particular, la biomasa de L. spicata exhibié una capacidad
antioxidante superior a la de M. pyrifera, lo que refuerza la hipétesis de que los
compuestos bioactivos presentes en estas macroalgas constituyen una fraccién

relevante de su biomasa.

Finalmente, un analisis detallado del contenido de proteinas, fibras, minerales y
otros compuestos bioactivos remanentes, asi como la evaluacién de la actividad
antimicrobiana de los extractos obtenidos a partir de la biomasa residual de L.
Spicata, permitiria explorar su potencial de revalorizacién. Ademas, la realizaciéon
de un analisis econdmico que determine la viabilidad de su aprovechamiento
integral contribuiria a reducir la brecha econémica y fomentar la economia

circular.
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6. Discusion

6.1 Seleccion del método de secado mas eficiente

En el ambito industrial, el secado de algas varia segun las necesidades y
especializacion de cada empresa. En el caso de las industrias dedicadas a la
extraccion de hidrocoloides, no se consideran adecuadamente los parametros
necesarios para conservar los componentes fotosensibles presentes en algas de
la clase Phaeophyceae. Estas empresas suelen emplear métodos como el
secado al sol, que se realiza bajo condiciones ambientales y se procesan
aproximadamente 65.304 toneladas de macroalgas del género Lessonia (Instituto
de Ciencia y Tecnologia - ICYT; Subpesca, 2014). Por otro lado, en la industria
alimentaria, el secado por aire caliente es una de las operaciones unitarias mas
utilizadas. Este proceso depende de factores internos como el espesor y la
geometria del producto, asi como de condiciones externas tales como

temperatura, humedad relativa y velocidad del aire (Galvez et al., 2007).

Los métodos de secado de algas muestran resultados inversamente
proporcionales en cuanto a la concentracion de fucoxantina y la temperatura
utilizada durante los tratamientos. Por ello, al recuperar fucoxantina en procesos
de secado, es fundamental considerar su fotosensibilidad. En primer lugar,
durante la metodologia, el menor rango de concentracién de fucoxantina se
observd en el secado al vacio a 60 °C, debido a que este método opera con
niveles mas altos de humedad residual por condensacion, lo que puede favorecer
reacciones no deseadas, como la oxidacion o la degradacion enzimatica,
comprometiendo su estabilidad. En segundo Ilugar, el mayor rango de
concentracion de fucoxantina se obtuvo mediante el uso de un deshidratador a
40 °C, ya que este proceso, al operar a menor temperatura, permite preservar

compuestos bioactivos sensibles al calor. Ademas, su sistema de circulacion
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constante de aire elimina la humedad de manera gradual y controlada, lo que

reduce significativamente la degradacién de los componentes.

En este contexto, el deshidratador se diferencia de los tratamientos realizados en
horno convencional, ya que este ultimo carece de mecanismos especificos para
el control de la humedad, lo que resulta en un secado mas agresivo y poco
uniforme. Aunque el secado en horno es mas rapido, puede provocar pérdidas
en la calidad, tanto en las propiedades funcionales como estructurales, debido a

su modo de operacion.

Por otra parte, el método de liofilizacion, aunque trabaja a temperaturas bajo 0
°C y preserva la fucoxantina casi por completo, presenta desventajas. Es un
proceso costoso, de desarrollo lento y no garantiza necesariamente una mayor
concentracion de compuestos. Ademas, al incluir etapas como la congelacion y
la sublimacién, puede dificultar la liberacién de compuestos bioactivos al
mantener intactas las paredes celulares durante la operacion. Por lo tanto,
aunque la liofilizacion es eficaz para preservar compuestos bioactivos, su menor
capacidad para liberar fucoxantina, sumada a sus altos costos, la convierte en

una opcidn menos practica para este objetivo especifico.
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6.2  Simulaciéon de biomasa industrial: extraccion de alginato

El método utilizado para la extraccién de hidrocoloides, en este caso alginato,
desde la biomasa seca de L. spicata se fundamento en el interés por observar el
cambio estructural y quimico de la fucoxantina originaria de una macroalga
fresca, bajo condiciones de una matriz intacta sin ser sometida a un estrés
mecanico que degradara el carotenoide. Como el objetivo especifico
contemplaba unicamente la extraccion del alginato desde la biomasa seca y no
su purificacion, se opté por un método afin a la molécula de interés. Este consistio
en el uso de una solucion hidroalcohdlica, donde el etanol actué como agente
deshidratante activo. El etanol rompi6 enlaces entre los polisacaridos y redujo la
interaccion del alginato con otros componentes celulares, lo que permitio la

precipitacion del gel al disminuir la polaridad del medio acuoso.

No obstante, el uso de etanol en este procedimiento no es comun en la industria.
Se realizé una comparacion con una metodologia industrial estandar que incluyo
un pretratamiento con acido diluido para ablandar tejidos y eliminar compuestos
fendlicos, seguido de una digestion basica y finalizando con una etapa de
purificacion. En esta ultima, el alginato se suspendioé en etanol para precipitarse
y recuperarse en forma sélida, obteniéndose cerca de un tercio del peso de la
biomasa seca en alginato seco. Sin embargo, al concluir este procedimiento, la
biomasa resultdé quimicamente dafada, o que la hizo inadecuada para analisis
posteriores. Por esta razon, se descartd la continuidad de dicha metodologia. Por
lo general, los métodos industriales de extraccion de alginato ofrecen
rendimientos de alginato de sodio en torno al 24,4%, con una viscosidad en
solucién al 1,25% de 440 cps, comparable a productos comerciales de viscosidad

media (Canadell, A., s.f.).

El experimento dio como resultado una eliminacion de alginato correspondiente
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a un 6,93% de la biomasa (DW) con un rendimiento del 17,32%, en comparacion
al 33,33% que se obtuvo replicando el método industrial inconcluso no purificado.
Este rendimiento fue suficiente para evaluar las condiciones requeridas por la

investigacion.

6.3 Seleccidon del método de extraccidon mas eficiente

La Maceracion Dinamica consiste en la inmersion de la biomasa en etanol con
agitacion constante, lo que facilita la disolucién de compuestos solubles en este
solvente, como la fucoxantina. Esta técnica presenta una ventaja significativa
frente a otros métodos debido a su bajo costo y simplicidad. Sin embargo, el
extracto de fucoxantina se ve afectado negativamente por el prolongado tiempo
de operacion requerido. Ademas, como se muestra en los resultados, la
fucoxantina experimenté una degradacion considerable durante el proceso.
Asimismo, el extracto obtenido presentd una precipitacion de otras sustancias,
atribuida a la accion precipitante del etanol. Estos hallazgos fueron similares a

los obtenidos mediante el método de extraccion Soxhlet.

En este ultimo, el solvente, al evaporarse y condensarse continuamente a través
de la biomasa, permiti6 una extraccion mas eficiente de pigmentos, como la
clorofila, lo que se reflejoé en el agotamiento de la muestra. Dado que se utilizaron
cantidades reducidas de biomasa, el tiempo de exposicién de la fucoxantina al
calor fue menor. No obstante, el empleo de temperaturas elevadas provoco la
degradacion completa de la molécula de fucoxantina, dejando unicamente la
clorofila en el extracto final. En consecuencia, estos métodos, debido a sus largos
tiempos de operacion, la necesidad de altas temperaturas y el requerimiento de
grandes volumenes de muestra, no resultan adecuados para su extraccion.

Por otro lado, el CO, supercritico presenta propiedades intermedias entre un
liquido y un gas, lo que le permite penetrar eficientemente en matrices solidas y

disolver compuestos lipofilicos como la fucoxantina. Su baja polaridad lo hace
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selectivo para compuestos no polares o ligeramente polares. Ademas, la
ausencia de cosolventes garantiza un extracto libre de residuos de solventes
organicos, obteniendo productos con alta concentracion de fucoxantina. La
adicion de etanol al CO, supercritico incrementa la polaridad del solvente,
favoreciendo la extraccion de compuestos mas polares. No obstante, dado que
la fucoxantina es moderadamente polar, un aumento excesivo en la polaridad del
solvente podria reducir su solubilidad y, por ende, disminuir la eficiencia de

extraccion.

Adicionalmente, la presencia de etanol en la mezcla puede favorecer la
coextraccion de otros compuestos polares, lo que afecta la pureza del extracto
de fucoxantina, como se evidencié en las concentraciones obtenidas en ambos
tratamientos. Si bien el CO, supercritico, incluso sin la adicién de etanol, también
tiende a coextraer otros compuestos junto con la fucoxantina, el rendimiento en
términos de la proporcion de fucoxantina en el extracto es superior, o que lo
convierte en un método mas eficiente en comparacién con los procesos

convencionales.

Al comparar estos resultados con estudios previos sobre la extraccion de
fucoxantina en Phaeodactylum tricornutum, se observan diferencias notables. En
la literatura, la adicion de etanol como co-solvente en SFE ha demostrado
aumentar significativamente la extraccion de fucoxantina en microalgas, con
recuperaciones de hasta 66,60% p/p y purezas de 85,03 mg/g de extracto. En
contraste, en este estudio, el uso exclusivo de CO, supercritico en Lessonia
spicata proporciond la mayor concentracion de fucoxantina, mientras que la

adicion de etanol resulté en una menor recuperacion del compuesto.
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Estas diferencias pueden atribuirse a la naturaleza distinta de las matrices
biolégicas involucradas. Las microalgas, como Phaeodactylum tricornutum,
presentan una pared celular mas delgada y una composicion lipidica diferente, lo
que podria favorecer la solubilizacion de fucoxantina en presencia de etanol. En
cambio, las macroalgas, como Lessonia spicata, contienen una estructura celular
mas compleja, con una matriz rica en polisacaridos como el alginato, que podria

influir en la eficiencia de extraccion bajo condiciones similares.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la eficacia de SFE en la
extraccion de fucoxantina depende tanto de los parametros del proceso (presién,
temperatura, tipo de solvente) como de la biomasa utilizada. Mientras que en
Phaeodactylum tricornutum el etanol como co-solvente optimiza la extraccion, en
Lessonia spicata podria no ser beneficioso o requerir ajustes en las condiciones
del proceso para evitar efectos adversos en la solubilidad del compuesto.

Por lo que, la influencia del alginato en la extraccion de fucoxantina en Lessonia
Spicata representa un factor clave que no ha sido reportado en estudios previos
con microalgas. La menor concentracién de fucoxantina en el Grupo B (sin
alginato) sugiere que una parte significativa del compuesto podria perderse o
degradarse durante el proceso de extraccion del polisacarido. Por lo tanto, la
recuperacion de fucoxantina a partir de estos residuos podria contribuir a una
valorizacion integral de la biomasa, promoviendo un modelo de produccion mas

sostenible y eficiente dentro de la industria de las macroalgas.
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6.4 Determinacion de la capacidad antioxidante

En FRAP, la diferencia observada entre SFE y SFE-E se atribuye a la adicién de
etanol como cosolvente, lo que puede modificar la selectividad de extraccién
hacia compuestos con menor capacidad reductora en las muestras de biomasa
sin alginato (SFE Grupo B, Media: 202,28 + 6,10 uM TE; SFE-E Grupo B, Media:
198,46 + 58,26 uM TE); esta diferencia se observa con mas notoriedad en las
muestras de biomasa con alginato (SFE-E Grupo A, Media: 314,13 + 139,63 uM
TE; SFE Grupo A, Media: 263,55 £ 7,71 yM TE), donde la concentraciéon de
clorofila predominé en el extracto obtenido mediante SFE-E (grupo A), lo que se
puede equivaler al grupo B debido a la poca concentracion de fucoxantina en el
extracto. Se puede inferir que en BRI (SFE-E), al ser el valor mas bajo (Media:
95,8 uM TE), los compuestos remanentes sufren cambios en su composicion
quimica debido a la naturaleza de la muestra, implicando procesos quimicos muy
agresivos, sumado a la técnica de extraccion de fucoxantina utilizada en este
estudio. Sin embargo, las diferencias no logran ser muy significativas en

comparacioén al Grupo B.

Se observan diferencias en los resultados correspondientes a la muestra SFE-E
con relacion a sus otros ensayos, esto se atribuye a factores relacionados con
las caracteristicas del ensayo y la naturaleza de los antioxidantes presentes en
el concentrado. Como se mencioné previamente, el ensayo FRAP evalua la
capacidad reductora de los antioxidantes al transformar el ion férrico (Fe®**) en
ferroso (Fe?*), favoreciendo compuestos antioxidantes de naturaleza hidrofilica.
Si bien la muestra analizada presentd una baja concentracion de fucoxantina, el
elevado resultado obtenido podria explicarse por la alta presencia de clorofila
extraida con este método. La clorofila, aunque no es un antioxidante directo,
posee la capacidad de transferir electrones gracias al ion magnesio (Mg?*)

situado en el centro de su estructura porfirinica (Dorantes-Salazar et al., 2023).

En ABTS, la menor actividad de SFE-E (Media: 28,24 + 7,62) se asocia a

89



modificaciones en la estructura de la fucoxantina o a la extraccién de compuestos

menos polares que podrian comprometer la actividad antioxidante en esta matriz.

En cuanto al ensayo DPPH, estudios previos indican que la fucoxantina exhibe
una actividad antioxidante comparable al acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
y superior al acido ascérbico (Kawee-ai et al., 2013). La alta variabilidad en los
valores obtenidos para SFE sugiere una posible heterogeneidad en la
composiciéon de los extractos, lo que podria estar influenciado por la eficiencia del
proceso de extraccidon con CO2 supercritico, la selectividad hacia ciertos
compuestos antioxidantes y la previa extraccion del alginato que conforma parte

de la estructura de la matriz de la macroalga.
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7. Conclusiones y Proyecciones

7.1.1 Método de Secado Seleccionado

Se concluye que tanto la temperatura como el mecanismo de accién del secado
son factores relevantes para la preservacion del contenido de fucoxantina en
algas pardas. El secado mediante aire caliente es mas eficiente debido a su
mecanismo que ayuda a controlar los parametros necesarios para que la
molécula de fucoxantina no se vea comprometida a diferentes reacciones
quimicas (oxidacion). Sin embargo, queda abierta la posibilidad de seguir
investigando los procesos para obtener tanto tecnologias mas eficientes vy
sostenibles como procesos economicos para una posterior valorizacion de

compuestos bioactivos de alto valor agregado como la fucoxantina.

7.1.2 Simulaciéon de biomasa residual

Se concluye que, la aplicacidon de una solucién hidroalcohdlica en biomasa seca
de Lessonia spicata fomenta la extraccion de cantidades considerables de
alginato y se obtiene un residuo similar al producido a escala industrial. No
obstante, el proceso reduce significativamente la concentracion final de
fucoxantina en el extracto debido a la tendencia del etanol a coextraer
mayoritariamente otros compuestos presentes en la matriz de la macroalga,
como lo es la clorofila. Por lo que es necesario encontrar maneras mas
compatibles y eficientes con los parametros quimicos y fisicos de la molécula de

fucoxantina.
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7.1.3 Método de Extraccion Seleccionado

Se concluye que la extraccion con fluidos supercriticos utilizando CO, como unico
solvente es el método mas eficaz para obtener fucoxantina, debido al mecanismo
de accion del CO, en estado supercritico. Este enfoque permite obtener un
extracto con un menor contenido de compuestos organicos no deseados, lo que
mejora la pureza relativa de la fucoxantina. Sin embargo, estos resultados
contradicen la evidencia existente en la literatura, que destaca el uso de etanol
como cosolvente para incrementar el rendimiento de extraccion, sobre todo en
organismos microscoépicos productores de fucoxantina, como se evidencié en la
diatomea P. tricornutum. Ademas, se considera relevante tener en cuenta
factores experimentales como la cantidad de muestra utilizada y la especie de
alga parda seleccionada, ya que estos elementos pueden influir

significativamente en los resultados obtenidos.

7.1.4 Capacidad Antioxidante del Concentrado de Fucoxantina

Se concluye que la fucoxantina obtenida de los descartes de la industria de los
hidrocoloides presenta una elevada capacidad reductora del i6n férrico v,
ademas, neutraliza de manera moderada los radicales DPPHe y ABTS®;
significativamente mayor a la obtenida por la cepa sobreproductora de P.
tricornutum (hasta 5 veces mayor). Cabe destacar, que la comparacion con los
resultados reportados en la literatura resalta la importancia de continuar
investigando el comportamiento del extracto puro de fucoxantina mediante
meétodos de extraccion seleccionados y optimizados. Esto resulta fundamental
para maximizar su capacidad antioxidante, lo que constituye un aspecto clave

para su potencial aplicacion en la industria nutracéutica.
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Finalmente, se plantea que los descartes generados por la industria de los
hidrocoloides, en particular por las multinacionales productoras de alginato,
pueden contener cantidades significativas de fucoxantina y poseer una notable
capacidad antioxidante. Desde la perspectiva de la biorrefineria, estos
subproductos representan una oportunidad valiosa para ampliar el conocimiento
cientifico y fomentar el uso de biotecnologia sostenible, en concordancia con los
principios de economia circular y pensamiento verde, evitando practicas como la
sobreexplotacion de recursos marinos. No obstante, los descartes industriales de
macroalgas pardas no constituyen una alternativa competitiva frente a la
diatomea Phaeodactylum tricornutum en la produccion de fucoxantina, dado que
su extraccién desde macroalgas es hasta mil veces menor, pero la composicion
de las macroalgas favorece la capacidad antioxidante de la fucoxantina,
expresando un valor mas alto que las microalgas (ver Tabla 14). Por ello, es
fundamental continuar investigando el desarrollo de procesos eficientes que
permitan la obtencién de fucoxantina con alta capacidad antioxidante a partir de
estos descartes industriales, garantizando su calidad y seguridad para
aplicaciones en la industria nutracéutica. Esto requiere la optimizacion de
meétodos de extraccidn de alginato y el establecimiento de parametros que
preserven la integridad de la molécula de fucoxantina y sus propiedades
bioactivas, como la capacidad antioxidante, maximizando asi su potencial

beneficio para la salud humana.
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9. Anexos

Anexo 1. Estructura Quimica de la molécula de Fucoxantina
(Tomada de Restrepo, 2015)

HO

Anexo 2. Recuento celular y cuantificacion de fucoxantina desde biomasa de P. tricornutum
cultivada bajo condiciones estandar de cultivo.

. . Recuento celular Biomasa seca Fucoxantina (mg
Microalga Replica

(cel/mL) (g/L) gBs)
R1_1 8125000 0,5455 34,54
R1_2 7642858 0,4761 35,11
P. R2_1 7000000 0,4866 33,22
tricornutum R2 2 6812500 0,5825 30,23
R3_1 6687500 0,6123 37,65
R3_2 7750000 0,6378 29,64
Promedios 7,34 £ 0,58 x106 0,5568 + 0,0661 33,40 + 3,05

Anexo 3. Consumo eléctrico y tarifa mensual de cada equipo de secado.

Tiempo de Consumo . **Costo
. . . L . *Tarifa
Equipo Potencia trabajo eléctrico (CLP/kWh) mensual
(h) (kWh) (CLP)
Estufa - 19 58.90 9,217 285,724
ZFD-A5430A : 15 46.50 7,277 225,572
12 37.20 5,821 180,457
Deshidratador 0.5 24 12.00 1,878 58,212
Miobio IRDS5 ' 22 11.00 1,721 53,361
19 9.5 1,487 46,085
Estufa al Vaci 72 100.80 15,774 488,981
sula a vaclo 1.4 67 84.00 13,145 407,484
BOV-V Biobase
60 93.8 14,678 455,024
Liofilizador
BK-FD10P 0.37 45 16.65 2,606 80,769

Nota: (*) Valor referencial se tomd de “Tarifas de Suministro Eléctrico a Precio
Traspasable a consumos > 350 kWh — I de noviembre de 2024 segun lo establecido en el
Articulo N° 191 del DFL N° 4 de 2006 del Ministerio de Economia, Fomento y
Reconstruccion, en la Ley N°21.185, en la Ley N°21.472, en la Ley N°21.667; en los
Decretos N°5T de 2024 y N° 10T de 2024, todos del Ministerio de Energia y en las
Resoluciones Exentas N° 565 de 2023 y N° 315 de 2024 de la Comision Nacional de
Energia, CGE. (**) Mes: 31 dias. Elaboracion propia.
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Anexo 4. Calculo de valor por capsula fabricada de producto con afadido de fucoxantina.

Comparando la biomasa de L. spicata natural con la biomasa residual industrial

3 ) 30mg
Ec.5. 60 capsulas de fucoxantina < — ) =12 USD
porcion
12USD délares

Valor por capsula = ——————=0. -
60 capsulas capsula

Para la biomasa residual industrial:

Be.6 r 1T de BS = 30.187 ug Fx y 1000000g BS _ 0,001 mg Fx _ 30187 mg Fx
c-O-mgrxen thae o = SUe T gg 1T BS lug Fx T BS
Ec.7.N° de capsulas posibles a fabricar = T—,ﬁf” ~ 1006 Capsulas

capsula

Ec.8.1006 capsulas x 0.20 ddlares = 201 ddlares totales

Para la biomasa residual simulada de Lessonia spicata:

Ec.9 F AT de BS = 4766 ug Fx ~ 1000000g BS y 0,001 mg Fx _ 47600 mg Fx
¢.7.mgrxen i deBs = 2406 g 1T BS lng Fx T BS
. ; . 47,660 mg Fx )
Ec.10.N° de capsulas posibles a fabricar = ——mg  ~ 1589 Capsulas
capsula
Ec.11.1589 capsulas x 0.20 dblares = 318 déblares totales
Para la biomasa seca de P. tricornutum:

F AT de BS = 33400 ug Fx 9 1000000g BS y 0,001 mg Fx _ 334 x 107 mg Fx
mgtxen L ge s = 2 BS 1T BS g Fx > T BS
, ) . 3,34 X 107 mg Fx 6
N° de capsulas posibles a fabricar = Mg ~ 1,11 x 10° Capsulas

30 capsula

Anexo 2. Determinacion del grado de pureza y caracterizacion quimica y funcioonal
de la fucoxantina proveniente de la nueva cepa sobreproductora seleccionada de P.

tricornutum.
Nombre Caracteristica Cepa Nativa (UM TE) Cepa Sobreproductora (UM TE)
CAOX por DPPH 62,14 + 13,51 62,64 £ 9,17
CAOX por ABTS 11,95 + 4,01 12,28 £ 1,09
CAOX por FRAP 31,33 £ 1,53 27,67 £ 3,06
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